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RESUMO

A oncologia comparativa € um campo emergente interdisciplinar que busca analisar
os riscos do desenvolvimento do cancer através da semelhanca gendémica entre
humanos e cées, usando-os como sentinela investigativa de neoplasias em
comparacdo aos modelos em roedores. A finalidade do diagndstico clinico é
determinar com eficiéncia a presenca da doenca, para uma intervencédo adequada. A
espectroscopia Raman pode auxiliar o diagndstico em tempo real sem a necessidade
de preparo do material e uso de reagentes. Este estudo teve como objetivo utilizar a
espectroscopia Raman e métodos estatisticos multivariados (anélise de componente
principal — PCA e regressdo por minimos quadrados parciais — PLS) como uma
ferramenta de triagem de pacientes portadores de neoplasias por meio das diferencas
espectrais em amostras de soro de 61 cdes (31 clinicamente saudaveis e 30 com
cancer). Foram relacionadas as diferencas entre as alteracfes bioquimicas e a
andlise discriminante dos espectros das amostras com um modelo de discriminacao
baseado em PLS (PLS-DA), permitindo a separacdo das amostras em grupo
Saudavel e grupo neoplasico. As amostras foram submetidas a espectroscopia
Raman (espectrometro dispersivo com 830 nm e 350 mW de excitacdo acoplado a um
cabo de fibras Opticas — sonda Raman), com tempo de coleta cada espectro de 30 s.
A analise exploratoria das amostras por PCA evidenciou componentes principais com
picos especificos atribuidos a aminoacidos, proteinas e lipideos em 1132, 1342, 1368
e 1453 cm (albumina e fenilalanina), com intensidade maior no grupo Neoplasico. Os
espectros das amostras de soro dos grupos Saudavel e Neoplasico foram modelados
por PLS-DA utilizando a validagdo cruzada “leave-one-out”, identificando variaveis
latentes com capacidade de classificar os espectros em um dos grupos Saudavel ou
Neoplasico. Os modelos de classificacdo dos espectros de soro interpretados “por
paciente” (“patient-wise”) obtiveram acuracia de 77%, sensibilidade de 77% e
especificidade de 77%, que foi superior em comparagao a classificacdo “por espectro”
(“spectrum-wise”), este ultimo apresentaram acuracia de 78%, sensibilidade de 76% e
especificidade de 81%. A espectroscopia Raman pode se tornar uma ferramenta de
diagnéstico laboratorial com potencial para a diferenciacdo de animais saudaveis e
com neoplasia atraves das diferencas espectrais relacionadas as alteracdes
bioguimicas presentes nas amostras.

Palavras-chave: neoplasias, biomarcadores tumorais, soro sanguineo, analise
discriminante, analise de componentes principais, regressdo por minimos quadrados
parciais, espectroscopia Raman.




SCREENING OF NEOPLASMS IN DOG SERUM USING RAMAN
SPECTROSCOPY ASSOCIATED WITH MULTIVARIATE STATISTICS

ABSTRACT

Comparative oncology is an emerging interdisciplinary field that seeks to analyze the
risks of developing cancer through the genomic similarity between humans and dogs,
using them as investigative sentinels of cancer compared to rodent models. The
purpose of medical diagnostics is to efficiently determine the presence of the disease
to intervene appropriately. Raman spectroscopy offers a wealth of possibilities in
oncology through real-time diagnosis without the need for material preparation and the
use of reagents. This study aimed to use Raman spectroscopy and multivariate
statistical methods (principal component analysis — PCA and partial least squares —
PLS regression) as a screening tool for neoplasms through spectral differences in
serum samples from 61 dogs (31 clinically healthy and 30 with cancer), relating these
differences to biochemical alterations and discriminant analysis of the samples’
spectra with a PLS-based discrimination model (PLS-DA), discriminating the samples
between the Healthy and Cancer groups. The samples were subjected to Raman
spectroscopy (dispersive spectrometer with 830 nm and 350 mW excitation coupled to
a fiber optic Raman probe), with a collection time of 30 s for each spectrum.
Exploratory analysis of the spectra by PCA revealed main components with specific
peaks attributed to amino acids, proteins, and lipids at 1132, 1342, 1368 and 1453 cm-
! (albumin and phenylalanine), with greater intensity in the Cancer group. The spectra
of serum samples from the Healthy and Cancer groups were modelled by PLS-DA
using leave-one-out cross-validation, identifying latent variables capable of classifying
the spectra into one of the Healthy or Cancer groups. The models for classifying
serum spectra interpreted as “patient-wise” had an accuracy of 77%, sensitivity of 77%
and specificity of 77%, which was higher than the classification by “spectrum-wise”,
which had an accuracy of 78%, sensitivity of 76% and specificity of 81%. Raman
spectroscopy is a laboratory diagnostic tool with the potential to differentiate between
healthy animals and those with cancer through spectral differences related to the
biochemical alterations present in the samples.

Keywords: tumor biomarkers; blood serum; discriminate analysis; principal
component analysis; partial least squares regression; Raman spectroscopy.
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1. INTRODUCAO

A oncologia comparativa € um campo emergente interdisciplinar que busca
analisar os riscos do desenvolvimento de neoplasias por meio das semelhancas
gendmicas entre humanos e cées, usando-os como sentinela investigativa do cancer
em comparagao aos modelos em cobaias. Nos EUA, verificou-se que cerca de 1,66
milhdo de humanos e mais de 4,2 milhdes de cédes sao diagnosticados com cancer
anualmente (Schiffman; Breen, 2015). A ocorréncia de neoplasias em cées o0s torna
modelos adequados para o estudo da génese tumoral em humanos, pois possuem a
particularidade de desenvolverem neoplasias espontaneas (Gardner et al., 2016;
Pinello et al., 2022; Reif, 2011), apresentacao clinica, fisiopatolégica e gendbmica
muito semelhantes principalmente no que diz respeito as linhagens germinativas
(Schiffman; Breen, 2015), permitindo que 0s cédes se encontrem em uma posicao
Unica para refletir melhor o desenvolvimento e a progressédo da neoplasia do que os
modelos tradicionais de roedores.

Os desafios na area de pesquisa oncologica ndo se concentram apenas em
terapias efetivas, mas na precocidade de deteccdo de uma mudanca morfologica,
molecular ou bioquimica que permita apontar para um diagnostico precoce e seguro.

O efeito Raman foi verificado experimentalmente em 1928 pelo fisico indiano C.
V. Raman, e publicado no “Indian Journal of Physics”. Seu artigo demonstrou
resultados que comprovavam a existéncia do efeito de espalhamento inelastico (mais
tarde nomeado espalhamento Raman), propondo que este efeito seria similar ao
espalhamento observado por Compton na regido de raio-X (Campion, 2001). O efeito
ocorre devido a troca de energia entre uma molécula e a luz incidente, onde os fétons
podem ser absorvidos ou espalhados. A maior parte da luz espalhada tem o mesmo
comprimento de onda da luz incidida, porém uma pequena fracdo da luz incidente
interage com a molécula de formas diferentes a excitacdo (Hanlon et al., 2000),
dependendo do estado vibracional de suas ligacdes quimicas e da polarizabilidade,
gue apos o processamento dos sinais, geram um numero de picos conhecidos por
espectros Raman, onde linhas espectrais sdo obtidas em funcdo das frequéncias
vibracionais denominadas deslocamentos Raman (“Raman shifts”) que sao expressas

em unidade de metro reciproco (cm) (Faria et al., 1997; Silva et al., 2018).
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1.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral utilizar a espectroscopia Raman para
identificar diferencas na composicao bioquimica de soro de cées clinicamente
saudaveis e cdes com diagnéstico de Neoplasia e desenvolver um modelo de
classificacdo usando as diferencas observadas nos espectros Raman com o intuito de
verificar a viabilidade da espectroscopia Raman como método de triagem diagndstica

de neoplasias em caes utilizando amostras de soro.

1.2. Objetivos especificos

— ldentificar os picos Raman que possibilitem a diferenciacdo entre cées
saudaveis de caes com neoplasia diagnosticados por meio da biopsia histopatolégica,
raio-X, ultrassonografia, tomografia computadorizada e correlacionar estes picos da
diferenca entre os grupos Saudavel e Neoplasico com a composicdo bioquimica do
soro, conforme a literatura;

— Aplicar a analise estatistica multivariada utilizando a anélise exploratoria de
componente principal (PCA) para extragdo de caracteristicas espectrais relevantes do
conjunto de dados e identificar as diferencas por meio dos picos proteinas,
aminoacidos e lipideos nos grupos Saudaveis e Neoplasico, demonstrando a
semelhanca destes picos com os apresentados no espectro da diferenca Saudavel e
Neoplasico;

— Identificar os marcadores bioquimicos (aminoacidos, proteinas e lipideos) nos
espectros Raman relacionados a neoplasias no soro de cdes com diagndstico de
cancer comparativamente aos clinicamente saudaveis;

— Utilizar um modelo de andlise discriminante por regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS-DA) através do método de validagdo cruzada “deixe um de
fora” (“leave-one-out’) que identifigue as varidveis latentes com capacidade de
classificar e discriminar os espectros em cada um dos grupos Saudavel ou Neoplasico
com a maior acuracia possivel, e comparar a classificagcdo dos espectros do soro por
meio da interpretagdo da classificagdo como “por espectro” (“spectrum-wise”) ou “por

paciente” (“patient-wise”).
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1.3. Hipotese

A hipotese do estudo € que alteracBes na composicdo bioquimica do soro
sanguineo de cédes diagnosticados com neoplasias através do diagndéstico clinico,
andlise histopatoldgica e técnicas de imagem (grupo Neoplasico) em comparacdo
com o grupo de caes clinicamente saudaveis (grupo Saudavel) podem ser

identificadas por meio da espectroscopia Raman associada a estatistica multivariada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. As Neoplasias em mamiferos

O cancer (do grego “karkinus” — caranguejo) foi um termo utilizado por
Hipdcrates (460-370 a.C.) relacionadas a lesbGes ulcerosas e endurecidas que se
desenvolve rapidamente se estiverem ligadas a veias calibrosas (Sontang, 1984). Seu
sindbnimo € o tumor e esta relacionado a aumento de volume, usando como sinal
cardinal a inflamag&o que representa um componente fundamental do microambiente
tumoral, sendo responsavel por mediar a rede de comunicacao bioldgica e o fluxo de
sinalizacdo molecular, que caracterizam o tecido neoplasico (Figueiredo, 2019). O
cancer ja existia na Terra mesmo antes do aparecimento do homem, como
comprovam os achados paleontolégicos de tumores em animais (Hadju, 2011; Mitrus
et al., 2012). A primeira descricdo do cancer humano pode ser encontrada no Papiro
de Edwin Smith, datado de 3000 a.C. que ilustrava um caso de cancer de mama.
Outras provas documentadas incluem o Papiro de Ebers, datado de 1500 a.C. que
descreveu vérios tipos de tumores relativos a pele, Utero, estbmago e reto (Hadju,
2011).

O fendmeno bioldgico que envolve a génese tumoral onde as células saudaveis
se transformam em cancerigenas é objeto de permanente debate e pesquisa na
comunidade cientifica, sendo cercada de paradoxos (Baker; Rayens, 2007;
Sonneschein; Soto, 2014), pois ndo h& uma teoria unificadora e que traga com
clareza a sua origem, 0 que em grande parte justifica a dificuldade em se reduzir a
taxa de mortalidade do céancer (Seyfried; Shelton, 2010). A partir do século XX,
iniciaram-se pesquisas dos fatores que poderiam determinar o predominio da
enfermidade, relacionando-a a um conjunto de mais de 100 doengas que promovem
multiplas alteracfes na fisiologia celular, sendo que nos tipos benignos é promovido o
crescimento desordenado das células, porém sem indiferenciagdo celular (Seyfried,
2010; Stratton, 2013) e nos tipos malignos o crescimento de células indiferenciadas e
agressivas tende a ser maior, podendo se espalhar para outras regiées do corpo e

evoluindo para mestastases (INCA, 2010).

2.1.1. Fisiopatologia das neoplasias
Em 1887, seguindo os passos de Claude Bernard, o médico Domingos José
Freire Jr., professor de quimica orgéanica na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro,
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anunciou a descoberta de um microbio que causaria o cancer. Isto ocorreu a partir de
amostras de tumores de humanos que foram inoculadas em animais e posteriormente
desenvolveram tumores similares aos das pessoas. As analises dos tecidos dos
animais confirmavam suas conclusdes, muito similares as que o Dr. Ernest Scheurlen
(Alemanha) demonstrou em humanos (Fioravante, 2019).

A teoria genética do cancer originou-se primariamente com Theodor Boveri
(1914), sugerindo que o cancer poderia iniciar a partir de defeitos na segregacao dos
cromossomos durante a divisdo celular (Hardy et al., 2005), em conjunto com uma
instabilidade cromossémica tipo aneuploidia (cromossomos extras, Cromossomos
ausentes ou cromossomos quebrados) nos tumores (Duesberg et al., 1999).

Volgelstein et al. (2013) e Alexandrov et al. (2013) também pertencem a
corrente etiolégica da genética, afirmando que o &pice bioldgico dos sintomas
decorrentes das mutac¢des no nucleo resultaria em neoplasia.

A partir dos anos 90, surge uma linha de pesquisa que atribui ao cancer ser
uma doenca de mdltiplas alteracdes que afetam a saude das células e tecidos, e que
pode resultar em tumores malignos (Seyfried; Shelton, 2010; Tarin, 2008),
associando-o a uma doenca metabdlica. Do ponto de vista metabdlico, a doenca
implica em distarbios na producdo de energia por meio da respiracdo e da
fermentacao (Seyfried et al., 2014), demonstrando a atencdo ao metabolismo. Em
associacdo ao estilo de vida, com exposi¢cdo cronica as toxinas, pode levar as
inflamacdes crbnicas, imunossupressdo e desequilibrios hormonais na membrana
citoplasmatica (Seyfried; Shelton, 2010), e que secundariamente promovem mutacdes
progressivas e irreversiveis no genoma, acionando oncogenes que controlam as vias
de sinalizacdo para diferenciacdo, apoptose e metastases (Loeb, 2001; Schiffman;
Breen, 2015; Seyfried; Shelton, 2010; Szent-Gyorgyl, 1977).

Seyfried et al. (2014), em sua meta-analise, elucidou ambas as posturas,
Boveri considerando a aneuploidia na origem do cancer e Von Hansemann
considerando o comportamento cromossdmico anormal em tumores como um efeito e

nao como uma causa da doenca (Hardy et al., 2005).
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Figura 1: Diagrama da tumorigénese celular, demonstrando o papel fundamental da

mitocdndria no processo de origem neoplasica. Fonte: Adaptado de Seyfried (2010).

A tumorigenicidade é aumentada quando os nucleos de células néo
tumorigénicas sdo combinados com citoplasma de células tumorais (Israel et al.,
1987; Petros et al., 2005), ou seja, as células tumorais surgem de defeitos no
citoplasma e ndo de defeitos no nucleo, devido ao excesso de acido nucleico de
ribose no citoplasma, determinando uma producdo mais rapida de proteinas, uma
divisdo mais rapida de células e nucleos (Darlington, 1948) e as mutacdes no mtDNA
(mitocondria do &cido desoxirribonucleico) que preenchem todos os critérios
esperados para mutagbes patogénicas envolvidos especialmente na etiologia do
cancer de prostata (Petros et al., 2005).

As mutacdes nos genes mitocondriais codificados pelo DNA nuclear (nDNA)
também tém sido associadas ao cancer, consistentes com uma etiologia mitocondrial
e epigenética com repercussao dependente de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e da glicdlise aerdbica, caracteristica comum de neoplasias sélidos, o que Warburg
observou ha mais de 70 anos (Xu et al., 2021).

Seyfried; Shelton (2010) sugeriu que as neoplasias ndo se originam apenas de
defeitos gendmicos nucleares; as mitocondrias normais podem suprimir a
tumorigénese conforme demonstrados na Figura 1, onde o diagrama celular
demonstra a comparagdo dos nucleos de células neoplasicas com as células
saudaveis. Foi possivel observar o papel do nucleo e das mitocondrias na origem das
neoplasias resumindo a evidéncia experimental do dominio das mitocondrias na
origem da tumorigénese, conforme descrito anteriormente por Seyfried, Shelton
(2010). Na Figura 1, a cor verde indica células normais (Figura 1, diagrama 1), com

morfologia mitocondrial, nuclear e respiracao normais; o vermelho (Figura 1, diagrama
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2) indicam células neoplasicas com morfologia mitocondrial e nuclear anormal,
respiracdo anormal e instabilidade gendmica. Uma célula com um nucleo neoplasicol
em um citoplasma normal, pode gerar células normais com anormalidades genémicas
associadas a neoplasias (Figura 1, diagrama 3), a origem neopldsica ocorre em
células de ndcleo normal, mas com citoplasma neoplasico resultando em células

tumorais ou células mortas (Figura 1, diagrama 4) em acordo com o estudo de

Seyfried; Shelton, (2010).

2.1.2. Oncologia comparativa
A oncologia comparativa € um campo transdisciplinar em crescimento que

aproveita os dados de estudos do cancer em animais de companhia, adicionando
evidéncias para apoiar uma patogénese compartilhada entre humanos e caes,
determinando sua relevancia (Figura 2) ja que a incidénia de cancer nesses animais é

alta e sua populacédo também é trés vezes maior que a humana.
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Figura 2: Diagn0sticos anuais de neoplasia em humanos e cées, demonstrando a incidéncia
de neoplasias nesses animais é alta e sua populacdo também é trés vezes maior que a

humana. Fonte: Adaptado de Schiffman; Breen (2015).

A cultura de criatdrios caninos estimulada pela sociedade mercantilista
propiciou o surgimento de um modelo de alto risco para doengas especificas em caes
de raca devido a consanguinidade proveniente da genética restrita (Davis; Ostrander,

2014; Dobson et al., 2002). A variacdo genética restrita pode levar a uma vida mais
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curta e um aumento do risco de desenvolverem cancer, o que segundo Schiffman;
Breen (2015), pode ser aproveitado para acelerar o processo de descoberta do gene
do cancer com uma perspectiva comparativa, facilitando avaliacdes e abordagens no
diagndstico, prevencao e tratamento em humanos.

A predisposicdo genética a neoplasias em humanos também foi encontrada no
DNA de caes, como por exemplo, os genes BRCA-1 e BRCA-2 de cancer de mama e
ovario relacionados a muta¢gfes germinativas para varios tipos de neoplasias (Borges
et al., 2015; Engingler et al., 2014; Schiffman; Breen, 2015; Veldohen, 1999). Da
mesma forma, o gene supressor TP-53 € responsavel pela checagem do ciclo celular,
apoptose, senescéncia, reparo do DNA, diferenciacdo e desenvolvimento celular
(Veldohen et al., 1999), que também ocorrem em humanos com histdria familiar de
neoplasias ou que tiveram mais de uma neoplasia. As mutacdes de linhagem
germinativa sdo frequentemente identificadas (Vieira, 2010), aumentando o interesse
no desenvolvimento de estudo translacional em oncologia comparativa que pode
fornecer “insights” sobre o risco de neoplasias e a sua prevengdo nos mamiferos
(Boddy et al., 2020; Schiffman; Breen, 2015).

A valorizagdo cientifica da pesquisa comparativa e translacional beneficia
ambas as espécies uma vez que 0s animais de companhia, como caes, podem ser
usados para avaliar novos biomarcadores correlacionando com estudos pré-clinicos
classicos em roedores ou em testes de neoplasias de humanos (Sultan; Ganaie,
2018) antes do uso clinico. Modelos de pesquisa com caes tém sido empregados em
numerosos estudos na Universidade Nacional de Seul, na Coreia do Sul, com o
objetivo de analisar semelhancas e diferencas entre muitos tipos de neoplasias que ja
se sabe que podem ocorrer espontaneamente em caninos e humanos. Isto resulta em
um crescimento substancial na investigacdo comparativa em oncologia, fornecendo
aos cdes um acesso a tratamentos oncoldgicos de ponta e ajudando a garantir que os
humanos recebam tratamentos com maior probabilidade de sucesso (Gardner et al.,
2016).

A capacidade no desenvolvimento do céancer em seu homologo homem
encontra similaridade na sua forma de apresentacdo clinica, histologica, perfil
molecular de resposta e resisténcia as drogas, bem como desenvolvimento
metastatico (Pinello et al., 2022; Reif, 2011). A incorporacéo de caes em estudos pré-

clinicos de oncologia influenciou distintamente os resultados obtidos com outros
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modelos animais, promovendo uma valiosa interpretacdo das relacbes
farmacocinéticas/farmacodinamicas, dose/regime, além das toxicidades clinicas.

Os modelos de neoplasias realizados em ratos tém limitagbes em imitar
neoplasias de humanos, uma vez que alguns tumores surgem espontaneamente em
humanos, e os tumores em modelos de ratos devem necessariamente ser induzidos
(Oh; Cho, 2023). Os modelos de cancer humano realizados com camundongos
geralmente carecem de redes genéticas e interacdes que sejam responsaveis pelos
tumores quando desenvolvidos em humanos.

Provavelmente por estarem tao proximos e por compartilhar o mesmo ambiente
dos humanos, os animais podem acidentalmente sofrer exposicdo aos mesmos
fatores de risco classificados pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(Tomatis, 1976; De Biase et al., 2023, Oh; Cho, 2023) como exemplo as radiacoes,
intoxicacdes quimicas por metais pesados, agentes biolégicos e hormonios (Grosse et
al., 2019; Szenti-Gyorgyl, 1977) e desenvolver naturalmente o cancer, servindo de
sentinelas epidemiolégicas ou etiolégicas para os padrdes de mudanca de
desenvolvimento de cancer observados em humanos (de Biase et al., 2023; Kelsey et
al., 1998).

Paoloni; Khanna (2008), em uma revisao de literatura, examinaram assinaturas
epigenéticas de neoplasias que séo partilhadas em caes e humanos, dado que as
regides reguladoras nédo codificantes dos genomas caninos sao mais semelhantes
aos genomas humanos do que os genomas dos ratos. As compara¢des gendémicas e
epigendmicas entre tecidos de diferentes espécies também revelaram que o mapa da
cromatina se sobrep8e mais entre caninos e humanos (~40-50%) do que entre
camundongos e humanos (~10-20%). Assim, as alteracdes epigenéticas afetadas
pelo ambiente podem ser mais semelhantes entre caninos e humanos do que entre
ratos e humanos, indicando que os estudos geram dados mais confiaveis quando se
comparam aspectos genéticos e epigenéticos em neoplasias de cdes e humanos. O
desenvolvimento de neoplasias também esta ligado a idade, dieta, sexo, as condi¢cdes
domésticas e exposi¢ado a poluigdo. A toxicocinética varia de acordo com a exposicao,
mecanismos carcinogénicos e a defesa individual do hospedeiro, associados as
alteracdes moleculares irreversiveis como mutacéo genética, alteracdo de padrbes de
metilagdo do DNA e polimorfismos, e que também dependem dos mecanismos de

defesa individuais (Vainio et al., 1992).
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Além dos marcadores de genes BRCA-1 e BRCA-2, também o marcador SNP

e as vias envolvidas na tumorigénese do cancer de mama humano com caninos da

raca Springer Spaniel inglés sdo demonstrados na Tabela 1 (Oh; Cho, 2023). Foram

examinadas assinaturas epigenéticas que sao partilhadas no cancer em cées e

humanos e que as regides reguladoras ndo codificantes dos genomas caninos sao

mais semelhantes aos genomas humanos do que os genomas dos ratos (Paoloni;

Khanna, 2008).

Tabela 1: Comparacao dos marcadores de neoplasias em humanos e caninos.

Biomarcadores em
humanos

Biomarcadores em caninos

Tipos de Recursos de
neoplasias alteracao
Neoplasia de Via de sinalizagao
mama

Nivel molecular
(mutacéo e/ou
perda/ganho)

Nivel molecular
(mutacao e/ou
perda/ganho)

Neoplasia de
prostata

Sinalizacdo PI3K — AKT

Sinalizagdo WNT — B-
catenina

Sinalizagdo ERK

Via p53 — ATM, CHEK?2,
TP53, MDM2 e MDM4

Mutacdes em PIK3CA

ESR1, BRCAZ2

CDKN2A, PTEN, CDH1,
TP53, CSMD1 e PSD3

Mucina-1

BRCAL1, IGF2R, FOXC2,
DLG2 e USH2A

POLD1

MDM2, AKT3

MDM2, PTEN, TP53,
CTNNB1, CDH1 e ZBTB4

AURCA

Sinalizacdo PI3K — AKT

Sinalizacdo WNT — B-
catenina

Sinalizagdo ERK

Via p53 - ATM, CHEK2,
TP53, MDM2 e MDM4

Mutacdo PIK3CA
(A3140G)

ESR1 e BRCA2

CDKN2A, PTEN, CDH1,
TP53, CSMD1 e PSD3

Mucina-1

BRCAL, IGF2R, FOXC2,
DLG2 e USH2A

POLD1

MDM2, PTEN, TP53,
CTNNB1, CDH1 e ZBTB4

ATM, BRCA1 e MEN1
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Tipos de
neoplasias

Recursos de
alteracéo

Biomarcadores em
humanos

Biomarcadores em caninos

Neoplasia de
pulméo

Neoplasia de
bexiga

Glioma

Melanoma

Nivel molecular
(mutacéo e/ou
perda/ganho)

Nivel molecular
(mutacéo e/ou
perda/ganho)

Via de sinalizac&o

Nivel molecular
(mutacao e/ou
perda/ganho)

Via de sinalizacéo

NKX3.1, perda de PTEN

EGFR e ALK

TP53, PTEN, SMADA4,
KRAS, BVS e HRAS

Mutacéo BRAFV600E

EGFR, HER2, CDKN2A,
CDKNZ2B, PIK3CA,
BRCA2 e NF-kp

Sinalizacdo
RTK/RAS/PI3K

Sinalizagédo RB
Sinalizacdo p53

Metilacdo do promotor
MGMT

IDH1 ou IDH2

Codelecéao dos
cromossomos 1p e 19q

Sinalizacdo PI3K — AKT
NF1, BRAF e KIT

PD-L1

CDKN1B, NKX3.1, PTEN

AR, TMPRSS2-ERG,
TMPRSS2-ETV5

Mutagdo HER2V65%E

TPS3, PTEN, SMADA4,
KRAS, BVS e HRAS

Receptor de tirosina
quinase (TKR)

Mutacdes em BRAFV5%E,
FAM133B, RAB3GAP2 e
ANKRD52

EGFR, HER2, CDKN2A,
CDKNZ2B, PIK3CA, BRCA2
e NF-kB

Sinalizacdo RTK/RAS/PI3K

Sinalizacdo RB
Sinalizacdo p53

CDKN2A e CDKN2B

PDGFRA

Sinalizacdo PI3K — AKT
NF1, BRAF e KIT
PD-L1
Membros da familia RAS

TP53, PTEN, MYC, MDM2
e CDKN2A164-168
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Tipos de Recursos de Biomarcadores em Biomarcadores em caninos

neoplasias alteracéo humanos

Linfoma Via de sinalizac&o Via NF-kf3 Via NF-k

Nivel molecular CD28, ABCA5, CCDC3 e
(mutacao e/ou SMOC2
perda/ganho)

Leucemia Nivel molecular Translocacao de tirosina Translocacéo de tirosina
(mutacao e/ou guinase guinase
perda/ganho)

RB1 RB1
c-KIT

Fonte: adaptado de Oh; Cho (2023).

As vias bioquimicas especificas que sdo determinantes em neoplasia humanos
sao frequentemente observadas nos caninos, oferecendo a oportunidade de visualizar
esses mecanismos nos cdes e permitir uma avaliacdo pré-clinica precisa de novas
terapéuticas (Gardner et al., 2016). Grande parte das neoplasias em animais
domésticos sdo assintomaticas e pode passar despercebidas, o que pode dificultar o
diagnéstico precoce se considerarmos o padrao-ouro (histopatolégico) como Unica
forma de diagnostico, por isso é necessario integrar a anamnese com uma
regularidade de exames anuais em animais predispostos e idosos.

Abegglen et al. (2015) fizeram um vasto estudo “post mortem” em 36 espécies
de mamiferos (n = 644), especialmente os grandes e de vida longa, incluindo
elefantes. A mortalidade por neoplasia entre espécies foi calculada e comparada por
tamanho corporal e expectativa de vida. O genoma do elefante foi investigado quanto
as alteracbes em genes relacionados as neoplasias. O reparo do DNA e a apoptose
foram comparados em linfécitos do sangue periférico de elefantes e humanos, os
quais demonstraram que o0s elefantes possuem uma mortalidade associada as
neoplasias de 4,81% em comparacdo a uma taxa de 11-25% em humanos. A
conclusédo sugere que, em comparacdo as demais espécies, os elefantes tém uma
taxa de neoplasias inferior ao esperado, potencialmente relacionada com o gene
TP53, que esta em maior quantidade; portanto, em comparacdo com as ceélulas
humanas, as células dos elefantes demonstraram uma resposta apoptotica

aumentada apés danos no DNA.
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Outras espécies de animais também poderiam ser utilizadas como sentinelas,
oferecendo oportunidades Unicas para compreender melhor 0s processos universais
envolvidos na tumorigénese, como o caso de mamiferos marinhos que possuem uma
expectativa de vida suficiente para avaliar a saude dos oceanos do mundo e para
permitir a avaliacdo do desenvolvimento de inUmeras doencas cronicas, incluindo
cancer tendo em vista que o numero de animais diagnosticados com cancer tem
aumentado nos ultimos 30 anos (Browning et al., 2015; Dierauf; Gulland, 2001).

Em lados opostos ao risco de desenvolver neoplasias estdo os morcegos, que
parecem estar mais vulneraveis as neoplasias e os elefantes, que parecem estar mais
protegidos do cancer (Caulin; Maley, 2011; Roche et al., 2012). Ambos fizeram parte
de estudos para explicar a base molecular desse fenémeno conhecido como
paradoxo de Peto (animais grandes e de vida longa que parecem ser resistentes ao
cancer) (Caulin et al., 2015; Dang, 2015; Noble et al., 2015; Peto et al., 1975).

A comparacédo entre humanos e elefantes demonstrou que 0s angiossarcomas
representam um tipo de subgrupo muito raro de sarcoma de tecidos moles,
representando muito menos de 1% de todos os tumores em humanos. Sob a
perspectiva epidemioldgica, a maior prevaléncia de neoplasia ocorre em elefantes
fémea, que também com o avanco da idade se tornam mais propensas a desenvolver
lesbes uterinas (Pessier et al., 2016), sugerindo que os crescimentos benignos ou
leiomiomas (miomas) de elefantes fémeas, sdo semelhantes aos miomas uterinos
benignos que ocorrem em mais de 70% das mulheres ao longo de sua vida (Williams
et a.; 2017).

Na Figura 3 estd representada a frequéncia de mortes relacionadas a
neoplasias em humanos e cées, em que aproximadamente 50% de todas as mortes
por neoplasias em humanos nos EUA a cada ano sado consequéncia de quatro tipos
de céancer, dois dos quais sdo comuns a mulheres (Figura 3A) e (Figura 3B) homens
em comparacao aos caes (Figura 3C), declarados pela pela american cancer society
(Schiffman; Breen, 2015; Smith et al., 2015).




29

Hematopoiético (12-18%)
Cdlon, Rim, Reto, Mama (10%)

Prostata 28% Mama (26%) Membranas mucosas, genitais (7%)
Pulmao (10%) \Pulmao (15%) Tecidos moles (5%)
i Ossos (5%)

Colon/Reto (8%) ah ,“Célon/Reto (8%) Pele (5%)

Bexiga (4%)
Tecido epitelial, trato respiratdrio,

| B gastrointestinal, bago, figado e linfonodos (4%)

(A) (B) (C)

Figura 3: Frequéncia de mortes relacionadas a neoplasias em humanos e cées. Fonte:
Adaptado de Schiffman; Breen (2015).

O hemangiosarcoma (HSA) em cées constitui um sarcoma de tecido mole, e se
origina no endotélio do baco (50-60%) (Brown et al., 1985; Day et al., 1995), seguido
do atrio direito (3-25%), tecido subcutaneo (13-17%) e figado (5-6%) (Fighera et al.,
2008; Moroz; Schweigert, 2007; Silveira et al., 2012), constituindo a principal causa de
neoplasias esplénicas nos caes (Ferraz et al.,, 2008; Schiffman; Breen, 2015), com
idade geralmente acima de oito anos e ocasionalmente em outras espécies (Day et
al., 1995; Flores et al., 2012; Fossum, 2001). A etiologia do HSA ainda ndo é bem
esclarecida, no entanto diversas causas sao consideradas, como a predisposicao
genética, substancias quimicas, radiacdo ionizante, oncovirus, utilizacdo de vacinas
ou medicamentos (Santos et al., 2016), exposicdo prolongada dos caes a fumaca
proveniente do tabaco (Berselli, 2011), entre outros. Os sinais clinicos do HSA em
cées sdo inespecificos, contudo, variam de acordo com a localizacdo do tumor, com
nédulos de tamanhos variados, multicéntricos, com crescimento rapido e infiltrativo
(vail et al., 2020). Notavelmente como em humanos, 0s tumores nos cdes sao
indolentes e permanecem indetectaveis e sem sintomas até a ruptura. O cdo pode
sofrer hemorragia interna, ocasionando a morte. O HSA pode afetar qualquer raca,
porém, racas como Boxer, Pastor Alemao, Golden Retriever, Retriever do Labrador,
Skye Terrier, Pastor Australiano e Cao d’Agua portugués (Schiffman; Breen, 2015).

Por ser um 6rgdo com inUmeras atividades, o baco se torna alvo de doencas
inflamatorias, hiperplasicas e neoplasias benignas, malignas e metastases (Nyland et
al., 2002) e tem sido estudado exaustivamente em humanos e caes (Young et al.,
(2010) apesar de nao ser citado no estudo de Schiffmann; Breen (2015).

No estudo elaborado por Boddy et al. (2020), apGs analisar 37 espécies de
animais no zoolégico de San Diego, CA, EUA, nao foi encontrada nenhuma relacao

entre a prevaléncia de céncer e longevidade e/ou tamanho, contudo, foi encontrada
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uma relacdo positiva significativa entre o tamanho da ninhada e a prevaléncia de
cancer.

A identificacdo de novos biomarcadores para neoplasiar em humano e a
descoberta de novos candidatos as terapéuticas oncoldgicas sdo essenciais para
superar os principais obstaculos a melhoria das terapias existentes. Para a prevencao
do cancer, além da alimentacdo saudavel balanceada proporcionada pela nutrologia,
de estilo de vida e exercicios regulares, destaca-se a importancia da investigacdo
comparativa relacionada a ocorréncia natural do cancer em cées que compartilham do
mesmo estilo de vida com humanos, demonstrados pela atuacdo genética e

epigenética observados na Figura 4.
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Figura 4: Diagrama esquematico que descreve a oncologia comparativa em animais de
companhia e humanos. Fonte: Adaptado de Oh; Cho (2023).

2.1.3. Epidemiologia das neoplasias em humanos
A epidemiologia é uma palavra de origem grega, no qual epi significa “sobre”,
demos refere-se a “populacéo” e logia a “estudo”. Esta disciplina estuda a distribuigdo

das varias formas de neoplasias na populacdo, a observacdo e a analise das
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variacfes de sua ocorréncia em diferentes grupos ou comunidades e os fatores de
risco associados e aplicando os estudos observacionais de neoplasias, comparacdes
com as diferentes populacdes, espécies, centros de salde e registros de cancer
(Tedardi et al., 2015).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) € o responsavel pelo registro
epidemioldgico e a classificacdo dos tipos de neoplasias ndo hematoldgicos e
hematoldgicos (leucemia, linfoma e mieloma) em humanos. A taxa ajustada de
incidéncia de neoplasias foi 19% maior em homens (222 por 100 mil habitantes) do
gue em mulheres (186 por 100 mil habitantes), variando entre as diferentes regides do
Brasil. As neoplasias sdo uma das principais causas de morte na populacdo humana
e é considerado um problema de saude publica global mais significativo do século XXI
(INCA, 2023).

2.1.4. Epidemiologia das neoplasias em animais

Um estudo retrospectivo de necropsia de 2.002 cées relatou que 45% dos cées
com 10 anos de idade ou mais e 23% dos cées de todas as idades morreram de
cancer, tornando-o uma das principais causas de morte nesta espécie (Bronson,
1982).

Em 2004, foi langado no Centro Nacional de Céncer (“National Cancer Center”)
dos Estados Unidos um projeto de pesquisa que recebeu o nome de “Canine
Comparative Oncology Genomics Consortium” (CCOGC) e que teve como objetivo
criar um biorrepositério de tecidos e sangue de cdes com cancer para decodificar
seus genes e conduzir pesquisas (Oh; Cho, 2023).

A incidéncia global estimada de neoplasia maligna em animais de companhia
varia de aproximadamente 381 a 852 por 100.000 cées (Dorn, 1968; Reid-Smith,
2000; Dobson et al., 2002).

Dados do registro de tumores em animais de Génova (Itdlia) estimaram que a
incidéncia de neoplasias em cées possa variar de 99,3 a 272,1 por 100.000 cées
(Merlo et al., 2008) e esses dados sdo compativeis com a incidéncia estimada de
neoplasias em humanos relatados pelo programa SEER do Instituto Nacional de
Cancer.

Davis; Ostrander (2014) demonstraram que 1 milhdo em cada 77 milhdes de

cées nos Estados Unidos desenvolvem neoplasias a cada ano; 50% delas em caninos




32

ocorrem em animais com 10 ou mais anos de idade e ha a chance de um quarto de
todos os caes desenvolver a doenca durante a sua vida.

Schiffman; Breen (2015) ap0s uma pesquisa extensa, relataram a dificuldade
em se obter nimeros precisos de animais acometidos, sugerindo que quase 60% dos
estimados 1.500.000 pacientes sdo diagnosticados com neoplasias malignas tipo
sarcoma e carcinoma. Este dado demonstrou que houve um aumento importante,
apontando cerca de 1,66 milhdo de humanos (taxa de aproximadamente 500/100.000
habitantes) e mais de 4,2 milhdes de caes (taxa de aproximadamente 5300/100.000
cées) sao diagnosticados com neoplasias anualmente nos EUA. A incidéncia geral
estimada de neoplasia maligna em animais de companhia varia de aproximadamente
381 a 852 por 100.000 cées (Dorn et al., 1968).

As vigilancias epidemioldgicas associadas aos cuidados de prevencgdo indicam
que os cdes estdo em segundo lugar apdés os humanos do ponto de vista de
incidéncia morbida, conforme ja relatado acima, pois os cdes de companhia partilham
0 mesmo ambiente de vida que 0S seus tutores e servem potencialmente de
sentinelas epidemiolégicas ou etiolégicas para os padrbes variaveis de
desenvolvimento de neoplasias observados nos seres humanos (Kelsey et al., 1998).
Nos ultimos 15 anos, as investigacfes cientificas em oncologia veterinaria estao
orientadas para exames genéticos, que promovam melhores diagndsticos orientando
para terapias mais eficazes (Schiffman; Breen, 2015). No entanto, quantificar a
prevaléncia de neoplasias e mortes relacionadas a elas em animais tém se
concentrado em estudos de casos individuais (American Veterinary Medical
Association, 2022; Ostrander; Franklin, 2012), dificultando a capacidade de quantificar
a ocorréncia em animais (Schiffman; Breen, 2015).

Na Medicina Veterinaria, devido a ndo obrigatoriedade de notificacdo, os
registros de neoplasias tém sido esporadicos, de curta duracdo pela falta de
comunicacdo e colaboracéo relacionados a incidéncia de diferentes tipos de céancer
em animais de companhia em qualquer lugar do mundo (Bronden et al., 2007;
Nodvedt et al., 2012; Pinello et al., 2022; Rodriguez et al., 2021).

No Brasil, um estudo epidemiolégico epidemiolégico restrospectivo por meio de
laudos de bidpsias realizadas no Hospital Veterinario Publico do Distrito Federal
(HVEP) no periodo entre julho de 2018 e julho de 2022, demonstrou que 544 animais
(80,8%) possuiam formacdes neoplasicas (684 tipos de neoplasias em 509 animais).

Prevalescendo 338 (66,4%) fémeas em comparacdo aos machos 171 (33,6%), a
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idade nos grupos demonstrou que 5 (1%) eram filhotes, 252 (49,5%) eram adultos,
239 (47%) eram idosos e 16 (3,1%) de idade nado informada. Sendo que 50% dos
cées acometidos por neoplasia possuem entre 8 e 11 anos. Com relacao a raca, 261
(51,3%) eram animais de raca definida e 186 (36,5%) sem racga definida. O tipo
histolégico carcinoma foi identificado em tumor misto mamario (12,3%), mastocitoma
(6,6%), lipoma (6,0%), hemangiossarcoma (4,8%), carcinoma de células escamosas
(4,4%), carcinoma tubular (4,4%), neoplasia de células redondas (3,9%), carcinoma
complexo (3,4%), tumor misto benigno (3,2%) e tricoblastoma (3,1%) foram as mais
comuns (Pro, 2022).

Assim como em mulheres, a neoplasia mais frequente nas cadelas foi a
mamaria (46,3%), sendo o adenocarcinoma o de maior incidéncia (63,6%) (De Nardi
et al., 2002). Uma plataforma “online” (Myclinical) criada na Universidade de Estudos
de Napoles Federico Il, Departamento de Medicina Veterinaria e Producdo Animal (De
Biase et al., 2023) coletou dados com base em relato de casos com dados minimos
relacionados a espécie, raca, idade, sexo, castrado/ndo castrado, topografia e
caracteristicas morfoldégicas de diagnéstico) onde recolheu cerca de 5740 laudos
histolégicos e citologicos, dos quais 3318 resultam em neoplasias. Destes 2937
animais (89%) foram diagnosticados por histologia e 381 animais (11%) por citologia.
A prevaléncia da espécie canina e fémeas (89%) € bem maior em relacao a felina
(10%) e 1% atribuidas as demais espécies (hamster, cavalo e coelho), em
comparacao a espécie humana cuja prevaléncia indica o sexo masculino (90%) e
sexo feminino (67%) como nédo esterectomizados (De Biase et al., 2023). Portanto, ha
uma falha na vigilancia epidemioldgica por ndo existir um sistema de captacdo de
informacdes de casuistica em caes e gatos (Kimura; Teixeira, 2015).

A distribuicdo do diagnéstico de tumores em cédes é apresentada na Figura 5,
onde a Figura 5A representa o sexo e a condicdo de esterilizado/ndo esterilizado,
castrado/ndo castrado, a Figura 5B representa a raca, e as Figura 5C e 5D
representam a distribuicdo do diagndstico de neoplasias nas faixas etarias dos
pacientes caninos, esterilizados e nao esterilizados, dos sexos fémea e macho,

respectivamente (De Biase et al., 2023).
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Figura 5: Distribuicdo do diagnostico de neoplasias em cées: (A) sexo e condicdo de
esterilizado/n&o esterilizado, (B) raga, (C) faixa etaria de fémeas caninas esterilizadas e nédo-
esterilizadas e (D) faixa etaria de machos caninos esterilizados e nado-esterilizados. Fonte:
Adaptado de De Biase et al. (2023).

A Figura 6 apresenta a quantificacdo e distribuicdo dos tipos de neoplasias
classificadas em malignos e benignos em caes e gatos, a Figura 6A demonstra que o
namero de diagndésticos de neoplasias em caes € maior do que em gatos, bem como
a classificacdo entre tipos malignos também prevalece em cées. Na Figura 6B, séo
demonstrados os tipos de neoplasias mais comuns em caes e gatos. Em cées, o tipo
epitelial ocorre 56% e mesenquimal 30%, e nos gatos, o tipo epitelial ocorre 65% e o0s
hematopoiéticos 20%. Os caes tém maior probabilidade de desenvolverem neoplasias
do tipo mesenquimal em comparacdo aos gatos, no entanto, os gatos tém maior
probabilidade de desenvolverem neoplasias do tipo hematopoiético e epitelial,
indicando o avanco de mais de 60% dos tumores de pele e tecidos moles seguido dos
localizados em glandulas mamarias (Figura 6C). No que concerne a topografia, a
distribuicdo de neoplasias malignas e benignas em cées, especialmente os tipos

localizados em pele, vem aumentando nos ultimos anos (Figura 6C).
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Figura 6: Distribuicdo de neoplasias benignas e malignas em cées de acordo com os dados
recolhidos pela Piattaforma myClinical nos anos 2020-2022. (A) por espécie, (B) por tipos de
neoplasias celulares, (C) localidade anatdémica. Fonte: Adaptado de De Biase et al.(2023).

2.2. Diagndstico de neoplasias

O diagnodstico do cancer no campo da Medicina Veterinaria baseia-se na
histéria clinica e na anamnese, associadas aos exames complementares como
bioguimicos laboratoriais, imuno-histoquimica que se utiliza de anticorpos
monoclonais e tem como objetivo fornecer um diagndstico e um prognostico quando a
avaliacdo histopatolégica ndo consegue concluir o caso, podendo auxiliar a
determinar a etiologia do processo (Horta et al., 2012).

A citologia aspirativa pode avaliar rapidamente toda a area de superficie,
preservando a integridade da amostra se as células tumorais estdo a superficie e
desprendidas, o que constitui um limite na distincdo entre margens proximas e
negativas com uma sensibilidade de 75% e uma especificidade de 82,8%. Todavia, as
células malignas abaixo da superficie ndo podem ser detectadas (Cefaro et al., 2006).
O padrao-ouro na maioria dos diagndsticos de neoplasias € através da avaliacéo

microscoépica de um tecido corado obtido a partir de uma bidpsia de um determinado
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orgao (este procedimento é designado por histopatologia) de neoplasias primaria ou
metastase (Jerico et al., 2015).

O diagnéstico definitivo € obtido por exames histopatologicos de amostras do
tumor primario ou metastases (Jericé et al., 2015; Santos; Alessi, 2016). Dentre as
desvantagens da biopsia cirdrgica esta a necessidade de exames prévios, o fato de
este método ser invasivo e requerer anestesia e boa analgesia, a necessidade de
preparo da amostra, a demora no tempo de processamento que impede um
monitoramento em tempo real, ser mais oneroso, fazendo com que o inicio da terapia
e a resposta sejam comprometidos (Allemani et al., 2015; Melitto et al., 2022;
Bertazzolo et al., 2005).

Apesar de existirem inUmeras formas de diagndsticos auxiliares para o cancer,
a citologia é utilizada apesar de ndo ser o padrdo-ouro, justificando seu uso por ser
minimamente invasiva e seu custo ser relativamente baixo e com boa acuracia
(Cowell et al., 2008). Entre as desvantagens do exame citoldgico esta a experiéncia
de interpretacdo do examinador, que € um fator determinante e limitante, a qualidade
de amostras, que devem se apresentar com células viaveis e bem preservadas. A
confeccgdo, coloracdo e armazenamento das laminas sédo eventos que podem interferir
no resultado e as hemorragias, e disseminacdo de células neoplasicas e infecces
incluem complicagbes incomuns em decorréncia da coleta (Rosseto et al., 2009). A
ultrassonografia também tem sido utilizada como exame complementar no diagndstico
padrdo-ndo-ouro, apresentando vantagens por ser minimamente invasiva e seu custo
mais acessivel que permite um monitoramento mais frequente (Eberle et al., 2012).

De forma complementar séo utilizadas as imagens de ultrassonografia (Eberle
et al.,, 2012), a radiografia, a tomografia computorizada e a ressonéancia magnética
(Hage; Masao, 2009; Wisner; Pollard, 2004), pois estes exames também ajudam os
meédicos veterinarios no progndstico e acompanhamento do paciente.

A necessidade de realizar um diagndstico precoce e rapido das neoplasias é
um dos principais objetivos da medicina moderna e, apesar dos progressos
cientificos, ndo € possivel alcancar a exceléncia no diagnostico precoce do céancer
nos animais de companhia, uma vez que muitos tipos de neoplasias sao
assintomaticos, tal como nos seres humanos. O principal objetivo do diagndstico é
determinar com maxima certeza a presenca da doenca, para que seja projetada uma

intervencao adequada e rapida.
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No século V a.C., o médico Hipoécrates utilizou a forma mais antiga de
diagnéstico médico através da inspecao visual direta da interacdo da luz com a
amostra, relatada em seu trabalho intitulado Epidemias, em que a palidez da pele do
paciente e a coloracdo dos fluidos corporais podem ser indicativas de saude
(Resende, 2006).

Nos ultimos cem anos, o diagnostico médico deixou de depender da inspecao
visual e passaram a depender de ferramentas tecnoldgicas que se baseiam em varios
tipos de interagdo da amostra com diferentes tipos de energia, como a luz, o
ultrassom e os raios-X.

Os métodos Opticos tém se concentrado em fornecer essas informacfes na
escala de micrémetro a milimetro, enquanto o ultrassom, o raio-X e as ondas de radio
tém sido fundamentais para auxiliar na escala de milimetro a centimetro. Algumas
tecnologias opticas tém alcancado o estado de instrumentos médicos, mas muitas
permanecem na fase de investigacdo e desenvolvimento, apesar dos esforcos
persistentes de muitos investigadores na traducdo destes métodos para aplicacao
clinica (Pence; Mahadevan-Jansen, 2016).

2.2.1.Principios fisicos da espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é muito aplicada em Biofotbnica para analises
biolégicas quantitativas utilizando-se da luz (radiacdo ndo ionizante), permitindo medir
e detalhar a energia vibracional de moléculas (Hanlon et al., 2000). Esta técnica
apresenta vantagens dentre todas as técnicas usadas para o diagndstico, como a sua
capacidade de gerar uma “impressdo digital” espectral que representa
especificamente a composi¢cao bioquimica da amostra em analise (Crow et al., 2004;
Stone et al., 2004).

Nos ultimos anos, técnicas de espectroscopia 6ptica como fluorescéncia,
espalhamento elastico e espectroscopia Raman foram propostas para diagndésticos
médicos rapidos, destrutivos e n&o invasivos (Hanlon et al., 2000).

As vantagens da espectroscopia Raman em comparacdo com as demais
técnicas de diagnostico incluem a obtencdo de informagbes sobre a energia
vibracional da molécula (Hanlon et al., 2000). As amostras sao obtidas sem a
necessidade de preparacéo especifica, reduzindo riscos nos procedimentos cirargicos
por ser minimamente invasiva, utilizam uma quantidade minima de amostra, portanto,

0S custos podem ser menos onerosos (Gurgel, 2006; Moreira et al., 2018). Através
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desta técnica, € possivel determinar as substancias presentes tanto no tecido
biolégico normal (Moreira et al., 2008), como em alteracdes patolégicas em tecidos e
fluidos (Borges et al.,, 2015; Hanlon et al., 2000) e se destacam os resultados em
tempo real (Hanlon et al., 2000; Lash, 2012).

O efeito Raman ocorre em decorréncia da troca de energia entre uma molécula
e a luz incidente, os fétons podem ser espalhados ou absorvidos. A maior parte da luz
espalhada tem o mesmo comprimento de onda da luz incidida, porém uma pequena
fracdo da luz incidente interage com a molécula de formas diferentes a excitagdo
(Hanlon et al., 2000), dependendo do estado vibracional de suas ligagcdes quimicas e
da polarizabilidade, que apds o processamento dos sinais, geram um namero de
picos conhecidos por espectros Raman, onde linhas espectrais sao obtidas em funcao
das frequéncias vibracionais denominadas deslocamentos Raman (“Raman shifts”)
que sdo expressas em unidade de centimetro reciprico (cm?) (Faria et al., 1997; Silva
et al., 2018).

Portanto, o espalhamento Raman estabelece-se como resultado da transigdo
de uma molécula do seu estado fundamental para um estado vibracional excitado
(estado virtual), acompanhado pela absorcdo simultanea de um féton incidente, e
posteriormente a emissdo de volta ao ambiente de um féton de mesma energia, de
menor e de maior energia (Hanlon et al., 2000). Tais espalhamentos de luz s&o
demonstrados no diagrama da Figura 7, onde a molécula retorna a forma fundamental
de trés formas: a primeira em que a energia, h.vo, € conservada, ou seja, a radiacédo
apresenta a mesma energia antes e apdés a sua interacdo com a molécula
(espalhamento elastico ou Rayleigh); nas outras duas formas, quando a molécula
retorna de seu estado virtual para o fundamental, o nivel energético da mesma pode
ser menor, h.(vo-vi) (espalhamento ineldstico, Stokes) ou maior, h.(vo+vi)
(espalhamento inelastico, anti-Stokes) se comparado ao seu estado energético inicial
(Figura 7) (Santos et al., 2019).
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Figura 7: (A) Espalhamento elastico (Rayleigh), (B) espalhamento inelastico (Stokes) e (C)

espalhamento inelastico (anti-Stokes). Fonte: Adaptado de Santos et al. (2019).

O espectro Raman produzido por esta mensuracdo tem caracteristicas Unicas
daquela substancia e a esta medicdo especifica chama-se de espectroscopia Raman,
que devido a sua coeréncia, é chamada de impressao digital da substancia (Hanlon et
al., 2000). A luz espalhada é coletada por um espectrdbmetro e o espectro de sua
intensidade é plotada em funcdo das frequéncias vibracionais da amostra. Cada
espécie molecular tem seu préprio conjunto de vibracées moleculares.

A espectroscopia Raman baseia-se na disperséao inelastica da luz incidente nas
moléculas (Hanlon et al., 2000), permitindo a determinacdo da composicdo
bioquimica, analisando de forma quantitativa (concentracdo) e qualitativa
(discriminacao e classificacdo) (Hanlon et al., 2000; Silveira et al., 2013). Com base
no espalhamento Raman, torna-se possivel a obtencdo de diversas informacdes
relevantes sobre a composi¢do quimica da amostra na qual houve incidéncia da luz,
fornecendo caracteristicas em nivel molecular, podendo identificar tipos de ligacbes
quimicas, conformacdes moleculares e grupos funcionais de uma estrutura quimica
(Santos et al., 2019; Talari et al., 2015).

2.2.2. Aplicacdes da espectroscopia Raman em materiais bioldgicos

Jackson et al. (1997) descreveram pesquisas realizadas na regido espectral do
infravermelho desde o inicio de 1800, que serviram de inspiracdo cientifica de
analises das alteracdes em tecidos e fluidos biologicos, sendo alvo de estudos a partir
da interacdo da luz nos tecidos. Todavia, somente a partir dos anos 1980 é que a
espectroscopia Raman passou a ser aplicada em amostras biolégicas com a

introducéo do laser de excitacdo em comprimentos de onda no infravermelho proximo
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(Ozaki;lriama, 1987) e a técnica Raman comecou a ser utilizada com o objetivo de
discriminacdo de tecidos biolégicos, componentes bioquimicos, diagnéstico e
monitoramento de neoplasias malignas e identificacdo de grupos de bactérias
patogénicas (De Siqueira et al., 2012; Jermyn et al., 2015; Souza et al., 2003).

Na espectroscopia Raman, as informacdes do material estudado sao
decodificadas em um conjunto de frequéncias, e estas revelam os constituintes
moleculares das amostras, permitindo detectar modificacdes bioguimicas existentes
na morfologia e arquitetura celular que ocorrem na presenca de patologias. Assim,
uma analise qualitativa e quantitativa de materiais e substancias tém sido realizadas
pela técnica, cujas aplicacfes biologicas sao relativamente recentes e diversas
pesquisas para ampliar esta aplicabilidade (Nunes et al., 2003).

A técnica Raman se transformou em uma ferramenta significativa na analise
quimica da area médica e ja permite, na atualidade, o desenvolvimento de pesquisas
de patologias humanas “in vitro” por meio da deteccdo de componentes bioquimicos
em sangue, urina, tecidos biolégicos e fluidos corporais, obtendo diagndésticos em
tempos bem mais curtos e ndo invasivos que revelam o estado atual do individuo
(Lima, 2022), portanto, a “impressao digital” (“fingerprint’) da molécula demonstra
suas informacdes bioquimicas especificas (Silveira et al., 2002).

A maioria dos materiais incluindo tecidos biolégicos apresenta reducao 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
espectrometros Raman comerciais).

Silveira et al. (2002) utilizaram a espectroscopia Raman no infravermelho
préximo para avaliacdo de lesbes ateroscleréticas humanas usando um algoritmo
baseado em analise discriminante, para o diagnéstico de tecidos ndo aterosclerotico,
nao calcificado e calcificado, demonstrando sensibilidade e especificidade maximas
de 85% e 89%, respectivamente.

Silveira et al. (2013) demonstraram que a técnica Raman € uma ferramenta
com potencial para a analise de materiais bioldgicos utilizando soro sanguineo, com
vantagens em comparagdo as demais por ser uma analise rapida, necessitando de
pouca ou nenhuma preparacdo nas amostras, volume pequeno de amostra,

capacidade para deteccdo de certa quantidade de compostos bioquimicos em um
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anico espectro, como por exemplo fracdes lipidicas e glicose, sem necessidade de
reagentes, sendo um manancial de diagndstico e prognostico em doencas

metabdlicas.

2.2.3. AplicacOes da espectroscopia Raman no diagnostico de neoplasias

A espectroscopia Raman pode ser realizada “in vitro” e “in vivo” como método
de avaliagao optica, sendo que os métodos “in vivo” séo frequentemente mais exatos,
mas bastante dispendiosos e demorados, enquanto os métodos “in vitro” sdo mais
simples e mais rapidos, com menor custo e precisdo (Ye et al.,, 1999). A andlise
histopatolégica necessita de fases para o preparo da amostra, retardando o
diagndstico e fazendo com que pacientes que necessitam de diagndstico com rapidez
fiqguem aguardando determinado tempo para o inicio do tratamento.

A espectroscopia Raman tem sido usada para caracterizar e diferenciar tecidos
normais de tecidos benignos, malignos e pré-malignos do colo do utero (Gonzalez-
Solis et al., 2014b), da mama (Chowdary et al., 2006; Melitto et al., 2022), do cérebro
(Banerjee; Zhang, 2007; Aguiar et al., 2020), do trato gastrointestinal (Bohorfoush,
1996), tecidos de neoplasias mamarias em humanos (Moreira et al., 2008) e em
animais diferenciar margens cirurgicas de tecido mamario neoplasico (Munteanu et
al., 2017). Além disso, ele pode detectar lesdes malignas “in vivo” na cavidade oral
(Krishna et al., 2014).

Bohorfoush (1996) utilizou a espectroscopia Raman para caracterizar e
diferenciar tecidos do trato gastrintestinal. Nunes et al. (2003) aplicaram a
espectroscopia Raman como técnica diagnostica em lesdes malignas em bidpsias de
pele humana.

Na esfera de diagnésticos em leucemia humana, a espectroscopia Raman foi
utilizada por varios autores. Gonzalez-Solis et al. (2014a) analisaram os espectros
Raman do plasma humano de pacientes leucémicos e saudaveis, e associados a
PCA, puderam identificar diferencas na bioquimica sérica relacionadas com a
leucemia. Silva et al. (2006) analisaram o0 plasma sanguineo de pacientes com
leucemia mieloide aguda em comparagdo aos saudaveis e detectaram picos
atribuidos as proteinas, aminoacidos e carboidratos em maior intensidade no grupo
saudavel, enquanto o grupo leucémico apresentou maior intensidade de fosfolipidios.
Gonzalez-Solis et al. (2014b) utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA para

diferenciar e classificar amostras de soro de doentes normais e leucémicos,
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identificando presenca de tirosina e triptofano, que estavam elevadas no grupo
saudavel, e a presenca da fenilalanina no grupo cancer. Gonzales-Solis et al. (2014b)
utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA no soro humano para monitorizar
doentes leucémicos que estavam recebendo quimioterapia. Martinez-Espinosa et al.
(2008) utilizaram a espectroscopia Raman com PCA para diferenciar e discriminar
amostras de soro de pacientes com leucemia de amostras normais. Silva et al. (2018)
utilizaram a espectroscopia Raman e um modelo de classificagdo por analise
discriminante empregando PCA e regressdo (PLS) e andlise de componentes
principais (PCA) para a diferenciacdo espectral de amostras saudaveis e leucémicas
de plasma humano.

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman em soro de criangas e
adolescentes para discriminar amostras normais de amostras de neoplasia leucémico
e ndo leucémico utilizando a classificagdo PLS-DA. Krishna et al. (2014) detectaram
lesdes malignas na cavidade oral “in vivo” utilizando a espectroscopia Raman.
Gonzélez-Solis et al. (2014b) analisaram espectros de soro sanguineo humano de
pacientes com neoplasias do colo de Utero, pré-cancerosos e saudaveis, identificando
picos de carotenoides mais intensos em pacientes normais em comparacdo com 0S
neoplasicos.

Goulart et al. (2022) e Goulart et al. (2023) utilizaram da espectroscopia Raman
como método de diagnéstico do virus COVID-19 no soro humano e na saliva com alta

acuracia.

2.2.4. AplicacBes espectroscopia Raman na Medicina Veterinaria

Em Medicina Veterinaria, estudos que descrevem a utilizacdo da
espectroscopia Raman para o diagndstico e monitoramento do cancer sdo escassos.
Alguns estudos séo descritos abaixo.

Munteanu et al. (2017) descreveram dois casos clinicos da utilizacdo da
espectroscopia Raman SERS (espectroscopia de superficie) para fins diagnésticos
em margem cirargica de neoplasias mamarias de caes. Os autores sugerem que as
caracteristicas espectrais (picos) de carotenoides e da agua interfacial poderiam ser
usadas para distinguir entre tecido normal e maligno.

Duarte et al. (2010) demonstraram o potencial da espectroscopia Raman
associada a regressdo PLS para o diagnostico da toxoplasmose em gatos

domésticos, correlacionando as imunoglobulinas presentes no soro sanguineo dos
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felinos, obtidas com o método de ensaio imuno enzimatico (ELISA) padrao-ouro, de
acordo com as caracteristicas espectrais observadas nos espectros Raman, obtendo
alta sensibilidade e especificidade para o diagnéstico.

Lopes et al. (2009) utilizaram a espectroscopia Raman dispersiva “in vitro” com
objetivo de caracterizar as diferencas bioquimicas em células de adenocarcinoma de
cblon (Caco-2), inoculadas com Viscum album homeopéatico, comparadas com as
células Caco-2 controle (sem inoculagéo), obtendo como resultado a reducdo de
viabilidade de mitocondria das células tumorais em resposta ao principio ativo e
sugerindo que o homeopatico tem potencial antineoplasico.

Os estudos destacam como vantagem da técnica Raman a dispensa de
sedacdo ou anestesia para realizar exames como a bidpsia, com potencial para se
tornar uma ferramenta de uso clinico na Medicina Veterinaria.

A caracterizacdo de alteracbes bioquimicas em soro sanguineo de caes e
gatos por espectroscopia Raman ainda néo foi descrita nha Medicina Veterinaria,
motivo de estimulo para a investigacdo das alteracBes bioquimicas em soro
sanguineo de animais domésticos que poderiam ser utilizados em estudo de
marcadores bioldgicos para o cancer.

Os estudos por espectroscopia Raman do sangue e seus componentes
bioguimicos serviram de embasamento para autores que aplicaram seus
conhecimentos no diagndéstico de leucemias (Gonzalez-Soliz et al., 2014b; Manag0 et
al., 2016; Silva et al., 2006; Vanna et al., 2014), fornecendo os subsidios necessarios
para a aplicacdo desse conhecimento no trabalho aqui descrito.

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman (830 nm) e a regressao
PLS para identificar e diferenciar as caracteristicas espectrais obtidos de soro
sanguineo com alteracdes bioquimicas relacionadas a leucemia em criancas e
adolescentes, com picos atribuidos a proteinas e/ou aminoacidos, lipideos e
carotenoides. Desta forma corroborou a ideia de que a caracterizacdo das alteracdes
bioquimicas no soro sanguineo de cées, associada a regressdo PLS, pode permitir
diferenciar de forma significativa os animais do grupo clinicamente saudavel do grupo
cancer, através da caracterizacdo de variacdes ou diferencas espectrais relacionadas
a alteracdes nas bandas de energia vibracional que estao relacionadas a alteracdes
bioguimicas das proteinas, aminoacidos e lipideos, anteriormente demonstradas em
humanos (Bankapur et al., 2010; Bergholt; Hassing, 2009; Dingari et al., 2012;
Gonzalez-Soliz et al., 2014(a,b); Harris et al., 2000; Hernandez et al., 2013; Lima et
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al.,, 2022; Manag6 et al., 2018; Nguyen; Rocke, 2002; Parachalil et al., 2019;
Pichardo-Molina et al., 2007; Silva et al., 2006; Silva et al., 2018; Sjoberg et al., 2014;
Vargas-Obieta et al., 2016).

Sob esse aspecto, a integracdo das areas do conhecimento da Engenharia
Biomédica com a Medicina Veterinaria, possibilitando a realizacdo de um diagnéstico
optico, possui uma fonte inesgotavel de probabilidades cientificas que podem delinear
leituras de informacdes biolégicas no soro sanguineo, células sanguineas e mesmo
sangue total, revelando em tempo real, eventos que sao interessantes para
complementar ou revelar o diagndstico e como estd a evolucdo e determinar o
progndéstico de pacientes oncoldgicos que fazem quimioterapia (Gonzalez-Soliz et al.,

2014b) ou pacientes que optam por terapias integrativas como a homeopatia.

2.3. Identificacdo de fatores prognosticos em animais

E de extrema importancia o conhecimento dos fatores progndsticos para
definicdo do tratamento e acompanhamento adequados, principalmente relacionados
a marcadores de inflamagdo em humanos e animais, demonstrando que existe uma
relacdo com a mortalidade a longo prazo relacionada a proteinas (Dupré; Malik, 2018;
Hsieh et al., 2016; Zhu et al., 2017). A auséncia da albumina foi associada a baixa
sobrevida em longo prazo em diversos tipos de neoplasias (Duran et al., 2014; Gupta;
Lis, 2010; Lis et al., 2003).

Se estiverem reduzidos, 0s niveis séricos dessa proteina podem refletir além
do aumento do catabolismo proteico, uma desnutricdo crénica e a elevacdo da
resposta inflamatéria sistémica (Nakayama et al., 2015). Valores de albumina < 3 g/dL
foram associados ao aumento do risco de mortalidade intra-hospitalar em pacientes
com cancer independentemente do estado nutricional, estado inflamatorio e
imunologico (Lima et al., 2021).

Nos caes, as principais proteinas de fase aguda (PFAS) positivas de maior
relevancia sao a proteina C-reativa (PCR) e a amilase sérica (ASA). A principal PFA
positiva de relevancia moderada é representada pela haptoglobina (Hp). As principais
PFAs negativas sdo as albuminas e a transferrina (Cerén et al.,, 2005). No estudo
realizado por Battisti et al. (2013), a albumina apresentou uma reducéo apenas em
pacientes com neoplasia maligna de mama ulcerada e associada ao aumento

expressivo da PCR e da Hp, sugerindo um mecanismo de compensacao. As citocinas
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pré-inflamatérias diminuem a sintese da albumina, uma vez que promovem a sintese
de outras PFAs (Calazans et al., 2009).

A eletroforese de proteinas séricas (EPS) € um método simples, que permite
separar proteinas do plasma humano em fragfes. Sua interpretacdo traz informacdes
Uteis ao médico, contribuindo para a investigacéo e diagnostico de diversas doencas.
No exame citado, a amostra do soro é aplicada em um meio soélido e submetida a um
potencial elétrico, separando-as em albumina, o-1-globulina, o-2-globulina, B-
globulina e y-globulina para quantificacdo. O resultado indica que, se a concentracao
de albumina estiver reduzida, pode estar ocorrendo baixa ingestdo proteica ou
elevado catabolismo, bem como as fracdes de a-globulinas podem se apresentar
aumentadas em processos inflamatorios, infecciosos e imunes. No caso da f3-
globulina, esta proteina esta associada as situacdes de perturbacdo do metabolismo
lipidico ou a anemia ferropriva, em que a auséncia ou diminuicdo da banda y indica
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e o seu aumento associado elevacao
policlonal das imunoglobulinas como, por exemplo, em condi¢des inflamatérias,

neoplasicas ou infecciosas (Rajkumar, 2005; Silva et al., 2008).

2.4. Terapéutica convencional de neoplasias em animais

No que concerne a terapéutica, ndo existe até 0 momento nenhum tratamento
absolutamente efetivo, tornando-se necessaria a combinacdo de multiterapias e
oferecer uma melhor qualidade de vida ao paciente, incluindo reducdo e modulacéo
do estresse emocional, decorrente de procedimentos terapéuticos, como a
radioterapia e quimioterapia (Porto, 2004).

As emocdes alteram o eixo psico-neuro-imuno-enddécrino, havendo uma forte
associacdo com as alteracdes metabdlicas geradas pelos horménios e citocinas,
mediado pelos glicocorticoides que foram observados na angiogénese tumoral
(Bauer, 2004; Kiecolt-Glaser et al., 2002).

Os tratamentos para neoplasias na Medicina Veterinaria evoluiram em conjunto
com o tratamento do cancer em humanos. O primeiro estudo de quimioterapia na
Medicina Veterinaria foi em 1946, descrevendo o uso de uretano no tratamento de
neoplasia hematopoiética em cédo (Innes et al., 1946). O primeiro protocolo de
quimioterapia combinada utilizando clorambucil e prednisona em cées foi publicado
em 1968 (Brick et al., 1968). A partir de 2007, foi aprovada pelo Departamento de

Agricultura dos EUA uma vacina contra o melanoma canino (Oncept®, Boehringer
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Ingelheim Animal Health do Brasil Ltda, Cuiaba, MT, Brasil) e em 2009, o fosfato de
toceranib (Palladia®, Zoetis Comércio e Distribuicdo Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi o
primeiro medicamento aprovado pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos
dos EUA para o tratamento de neoplasias caninas.

Outras técnicas utilizadas em Medicina Veterinaria incluem a inciséo cirargica,
radioterapia (Haddad et al., 2010), eletroquimioterapia (Silveira et al., 2010),

imunoterapia (Schoefelder, et al., 2021).

2.5. Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica consiste na aplicacdo de técnicas e métodos estatisticos
para o tratamento de dados amostrais, com o0 objetivo de extrair o maximo de
informacdes para a melhor andlise da diferenca entre os grupos. Engloba os testes de
significancia (testes de hipotese) e os algoritmos de andlise multivariada. Os
algoritmos de regressao utilizados para a analise multivariada de dados sdo métodos
estatisticos que permitem qualificacdo e quantificacdo de dados utilizando diversas
variaveis simultaneamente (Brereton et al., 2018; Lehmann et al., 1993).

A andlise estatistica multivariada permite a reducdo da dimensionalidade de
dados multivariados, através da selecdo de informacbBes pela similaridade ou
diferenca, no qual as varidveis que apresentam grande correlacdo sdo organizadas
em novas variaveis e resultam em um novo conjunto de dados, composto apenas de

informacdes importantes (Brereton;Lloyd, 2014).

2.5.1. Analise de componente principal (PCA)

A PCA é uma ferramenta multivariada que pode ser utilizada para a analise
exploratéria de dados espectrais efetuando a compressao de dados em grandes
amostras que contém mudltiplas variaveis concomitantemente com a estimativa da
variancia do conjunto de dados (Jolliffe; Cadima, 2016). Com base nesta variancia, a
PCA determina novos eixos (0S componentes principais) que maximizam esta
variancia e sado ortogonais entre si. O primeiro componente corresponde ao eixo da
maior variancia espectral; o segundo componente € 0 eixo da segunda maior
variancia sem estar correlacionado com o primeiro (ortogonal), e assim
sucessivamente (Jolliffe; Cadima, 2016). A intensidade de cada eixo (ou componente
principal) nos dados originais também € obtida (carregamento dos componentes

principais). Assim, a PCA calcula duas novas variaveis: os Scores dos componentes
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principais e os respectivos carregamentos (PCs), de forma que cada eixo do Score
representa um componente principal e o carregamento indica a intensidade que cada
Score tem ao ser projetado nos dados originais (Bodanese et al., 2012). Os Scores
sao semelhantes aos espectros Raman e 0s picos observados podem ser utilizados
para revelar diferencas na constituicdo bioquimica das amostras, enquanto os PCs
podem indicar as intensidades dessas diferencas, ou seja, em que grupo (Saudavel
ou Neoplasico) se encontram essas diferencas (Silva et al., 2018).

Na andlise exploratéria dos dados busca-se identificar quais variaveis
espectrais componentes principais (Scores) apresentam diferencas significativas em
suas intensidades (PCs), e associar esses componentes principais as diferencas
espectrais entre 0s grupos. A analise estatistica dos PCs foi calculada utilizando o
software Instat (verséo 3.00, GraphPad, San Diego, CA, EUA, www.graphpad.com).

2.5.2. Andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

A regressdo PLS é uma técnica estatistica multivariada utilizada na anélise
discriminante (PLS-DA) para classificar amostras com muitas variaveis (Nguyen,
Rocke, 2002). Para que a regressdo PLS seja utilizada, as variaveis conhecidas
devem ter uma relacéo direta com as variaveis que se deseja treinar, ocorrendo em
duas etapas: calibracdo e validagdo. No momento da calibracdo, hd uma
decomposicao entre a matriz X (variaveis independentes) e matriz Y dependente
(amostras) em que a partir da decomposicdo de matrizes se reduz do conjunto de
dados que se obteve das variaveis originais e 0s componentes principais, sendo
determinado o quanto uma variavel original contribui para um determinado
componente principal, designado variavel latente. Na validagdo, as variaveis latentes,
obtidas da decomposi¢cdo das matrizes durante o processo de calibragdo, sao usados
de base para o modelamento das amostras a serem treinadas. O modelo PLS-DA foi
utilizado para classificar os espectros nos grupos Saudavel e Neoplasico, em que as
variaveis preditoras sdo o conjunto de dados dos espectros Raman e as respostas
séo os grupos a serem discriminados: Saudavel (grupo #1) e Neoplasico (grupo #2).
O modelo empregou a validagcédo cruzada (leave-one-out), em que um espectro de
amostra é aleatoriamente deixado de fora do conjunto de dados, a covariancia do
conjunto de dados com espectros n — 1 € estimado, e 0 grupo de 0 espectro deixado

de fora é previsto. Portanto, todos os espectros foram testados um por um. O numero
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de variaveis latentes (VLs) utilizado no modelo PLS-DA é o niumero que apresenta a
mais alta preciséo de discriminacéo entre os dois grupos.

A PLS-DA cria um modelo no qual qualquer correlacdo entre as variaveis
preditas (grupos: Saudavel e Neoplasico) e preditoras (intensidades espectrais
Raman) no conjunto de dados espectrais sdo estimadas e maximizadas e, portanto,
usadas para prever a classificacdo (classes: saudave e neoplasico) de uma nova
amostra, determinando a qual classe esta amostra pertence. Isso significa que as
variagdes “dentro dos grupos” sao diferenciadas das variagbes “entre grupos” e a
discriminacdo € alcancada concentrando-se nas variagbes “entre grupos” (Andries;
Heyden, 2021).

2.5.3. Tabela de contingéncia

Com o intuito de se desenvolver novos métodos diagnésticos aplicados a
Medicina Veterinaria, utiliza-se na area biologica a validacdo da metodologia através
da identificacdo da capacidade discriminativa em relagcdo a doenca (presenca ou
auséncia) ou ao estado do individuo a qual se deseja discriminar (doente ou
saudavel). Esta avaliacdo estatistica quantitativa visa determinar se um procedimento
ou método € adequado ou ndo a determinada analise, com a obtencdo da margem de
erro ou numero de acertos (Medeiros et al., 2012). Desta forma, um teste diagnostico
depende da precisdo e da auséncia de viés para o desempenho adequado,
equivalendo a validade e reprodutibilidade do teste (Moreira, 2016). Para tanto, a fim
de validar um teste diagndstico, comparam-se 0s resultados do teste obtido com os
resultados de um teste padrdo que sirva de referéncia a fim de determinar,
quantitativa e qualitativamente, se tal metodologia é apropriada para diagnosticar um
evento ou para predizé-lo (Moreira, 2016).

A comparacao é realizada utilizando-se da tabela de contingéncia ou matriz de
confusdo (Tabela 2), que consiste em uma tabela com duas entradas, onde cada
entrada é relativa a uma das variaveis, com objetivo de testar a existéncia de relacéo
entre elas, resultando em melhores testes para diagnosticos os que apresentam
poucos resultados falsos positivos e falsos negativos. Considera-se verdadeiro
positivo (VP) os individuos onde o teste é positivo em pacientes doentes; verdadeiro
negativo (VN) os individuos onde o teste & negativo em pacientes saudaveis; falso
positivo (FP) sédo os individuos onde o teste € positivo em pacientes saudaveis; e

falso negativo (FN) sdo os individuos onde o teste é negativo em pacientes doentes
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(Moreira, 2016; Vieira, 2011). A tabela de contingéncia exemplificada com duas
variaveis, com a comparacao dos dados de classificacdo de pacientes com resultado
positivo (cancer, por exemplo) versus pacientes com resultado negativo (saudavel por
exemplo) € demonstrada na Tabela 2.

Tabela 2: Modelo de tabela de contingéncia para validacdo de um teste de diagndstico com

duas variaveis.

Resultado verdadeiro Resultado esperado (teste de diagndstico)
(padréo-ouro)
Positivo Negativo
Positivo VP EN
(Verdadeiro Positivo) (Falso Negativo)
Negativo FP VN
(Falso Positivo) (Verdadeiro Negativo)

Os dados obtidos da Tabela 2 fornecem indicadores de Sensibilidade (S), que
corresponde a probabilidade de o teste ser positivo dado que o paciente examinado &
doente, medindo a capacidade de reacdo do teste em diagnosticar um paciente

doente:

S=VP/(VP +FN) @

A Especificidade (E) € definida como a probabilidade de o teste ser negativo
dado que o paciente examinado ndo é doente, medindo a capacidade de reacao do
teste em ndo diagnosticar paciente ndo doente ou seja, o teste é especifico para a
doenca em questéao.

E=VN/ (VN + FP) 2

A Acuracia (A) ou preciséo é definida com a proporcédo de predi¢des corretas
correspondentes ao total de resultados verdadeiramente positivos e verdadeiramente
negativos em relagdo a amostra estudada. Informa se os resultados representam o
“verdadeiro diagnéstico” ou o quanto se afasta dele (Martinez; Louzada-Neto, 2003;
Vieira, 2011).

A = (VP+VN)/N 3)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Parecer ético

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Anhembi Morumbi (Protocolo n°. 05001/2021), com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido assinado por cada um dos tutores dos cées (Apéndice A).

3.2. Fluxograma da coleta, processamento e analise de dados

O desenho do estudo é apresentado na Figura 8 como um fluxograma de
blocos simplificado, no qual se obtém uma macrovisdo sobre todo o delineamento do
projeto, tendo o seu curso iniciado pelas amostras sanguineas submetidas a
espectroscopia Raman, até o resultado das analises estatisticas, as quais permitiram
a identificacdo das diferencas na composicdo bioquimica das amostras estudadas e a

discriminagdo dos grupos Saudavel e Cancer.




51

mmpo Neoplasia

(n=30)

mGrupo Saudavel
(n=31)

-Coleta sangue (soro)
- espectros Raman
-Pré-Processamento

Plotar espectros
(médio, diferenca e desvio
padrdo)

Excel

Espectros plotados
(média, diferenca e
desvio padrdo)

(PCA)
Andlise Explor.

Componentes principais
{variancia)

(PLS-DA)
Andlise discrimin.
(covariancia)

Diagnéstico
por Espectro

(7vy)

Diagnéstico
por
Paciente

L

Teste KS Teste £
(normalidade signific. estatistica
distrib. dados) (valor de p)

Figura 8: Fluxograma da coleta, processamento e analise dos dados, incluindo a indicacéo
das ferramentas estatisticas empregadas.

3.3. Selecao dos pacientes

Participaram do estudo 61 animais, sendo 31 animais saudaveis (grupo
Saudavel) e 30 animais com diagndstico de neoplasia (grupo Neoplasia), onde o
diagndstico foi obtido através de bidpsia histopatolégica e exames de imagem.

Os critérios de selecao para inclusdo das amostras no grupo Saudavel foram:

— Amostras de soro de cédes provenientes do abrigo particular GAVAA
(Campinas, SP);
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— Amostras de soro provenientes de machos e fémeas entre 1 a 12 anos, de
raca e sem raca definida (SRD), peso entre 2,0 e 45 kg e clinicamente saudaveis;

— Alimentacdo industrializada (marca Golden Special, Grandfood Industria
Comércio Ltda., Dourados, SP) contendo 22% proteinas e 9% gorduras, e agua
potavel ad libitum.

Os critérios para inclusdo das amostras no grupo Neoplasia foram:

— Amostras de soro de cdes com cancer, trazidos a clinica pelos tutores e que
foram diagnosticados por meio de exame clinico, bidpsia histopatologica,
ultrassonografia, raios-X, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética;

— Amostras de soro provenientes de machos e fémeas indistintamente, com
idade variando entre 2 a 12 anos, de ra¢a e sem racga definida (SRD), peso entre 2,0 e
45 kg;

— Amostras de soro de pacientes que nunca receberam nenhuma terapia
oncoldgica;

— Pacientes dispostos a utilizar prescricdo dietética de alimentacdo industrial
sem gréos ou prescricdo de dieta natural com aproximadamente 30% proteinas e
10% gorduras e agua filtrada ad libitum;

As amostras de sangue cefalico foram colhidas de cada paciente em jejum,
acondicionadas em tubo seco sem anticoagulante (modelo BD Vacutainer®, Interlab
Distribuidora de Produtos Cientificos Ltda., Sdo Paulo, SP) e enviadas ao Animaltec —
Centro de Diagnoésticos Veterinarios (Campinas, SP), onde foram submetidas a
centrifugacdo (modelo Elektra CE132, Labor Line Ind.com. e Servicos Ltda. — ME,
Osasco, SP). Os tubos com as amostras continham 3 mL de sangue e foram
centrifugados a 1500 rpm por 15 minutos para separacdo do soro sanguineo e
imediatamente armazenados sob refrigeracdo a 8 °C por 48 h ou congelados a —20 °C
por 7 dias para minimizar alteracbes na constituicdo bioquimica do soro até a
realizacdo do experimento para coleta dos espectros.

As amostras de soro foram separadas em dois grupos: Saudavel e Neoplasico.
Alguns pacientes do grupo Neoplasico foram submetidos a mais de uma colheita de
sangue em datas diferentes e/ou apresentavam mais de um tipo de neoplasia. A
Tabela 3 apresenta o numero de animais por grupo, sendo que em ambos 0s grupos

predominaram os animais de raga.
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Tabela 3: Numero de pacientes incluidos no estudo por sexo, raca e idade.

Populacao Sexo Raca Idade
(n=61) R
Machos Fémeas Deraca SRD* <1lano 2a8 > 9 anos

anos

Saudaveis 15 16 22 9 4 17 10

(n=31)

Neoplésico 9 21 23 7 0 6 24

(n=30)

* sem raga definida (SRD)

No grupo Saudavel predominaram os cdes de ambos 0s sexos com idades
compreendidas entre dois e oito anos de idade, enquanto no grupo Neoplasico
predominou as fémeas com mais de nove anos de idade.

A Tabela 4 apresenta o numero de pacientes com neoplasico por tipo de
neoplasia, o numero de amostras de cada tipo de neoplasia e o método de
diagndstico. Os tumores mais frequentes foram os esplénicos (nove amostras), os de
mama (cinco amostras) e os lipomas (quatro amostras). Os pacientes com neopalsias
nao receberam nenhuma terapéutica oncoldgica antes da colheita de sangue. Sete
doentes com sintomas clinicos sugestivos de tumores foram excluidos da analise dos

dados por falta de resultados confirmatérios por biépsia ou imagiologia.
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Tabela 4: Numero de pacientes diagnosticados por bidpsia histopatologica, imagem e o

nimero de amostras de soro colhidas por paciente.

Tipo de neoplasia Numero de Numero de Diagnostico
pacientes amostras de
soro
Melanoma amelanico 1 3 Histopatoldgico
Carcinoma mama 2 3 Histopatoldgico
Mesotelioma 1 1 Histopatoldgico
Adenoma Hepético 1 1 Histopatoldgico
Histiocitoma 1 1 Histopatoldgico
Lipoma 1 2 Histopatolégico
Mastocitoma 1 1 Histopatol6gico
Sarcoma tecidos mole grau Il 3 3 Histopatolégico
Carcinoma células escamosas 2 3 Histopatolégico
Sugestivo de hemangiosarcoma 5 9 us
esplénico
Sugestivo de tumor cerebral 3 4 Raios-X, US, TC
Sugestivo de cisto renal 2 2 us
Sugestivo de tumor pancreas 3 3 us
Sugestivo de mieloma 3 3 Raios-X, TC
Sugestivo Feocromocitoma 1 1 us
Sugestivo de tumor bexiga 1 1 us
Sugestivo de neoplasia* 7 7 Exame Clinico
Total 30 41

TC = tomografia computadorizada; US = ultrassom
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3.4. Espectrémetro Raman

Os componentes do sistema de espectroscopia Raman de bancada
apresentados na Figura 9 (modelo Dimension P1, Lambda Solutions Inc., Waltham,
MA, EUA) sédo: o laser, utilizado para a excitagdo das moléculas, que por meio de um
feixe de fétons monocromaticos e colimados, bombardeia o tecido ou fluido bioldgico,
a fim de induzir a polarizacdo das moléculas do material, O espectrémetro Raman
possui um laser com excitagdo de 830 nm, poténcia maxima de saida de 350 mW, um
porta amostras de aluminio, utilizado como receptaculo das amostras de soro, que por
meio de uma micropipeta (modelo P200, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
EUA) é adicionado 80 pL a cada poc¢o do porta amostras; o cabo de fibras épticas
com a sonda Raman (modelo Vector Probe, Lambda Solutions Inc.), que foi acoplado
ao espectrobmetro e foi usado para excitacdo e excitacdo e coleta de sinal
retroespalhado pela amostra; e espectrégrafo com grade de difracdo de 1200
linhas/mm e e camera CCD de 1340x100 pixels refrigerada por elemento
termoelétrico (—75 °C). A aquisicdo dos espectros foi realizada no software RamanSoft
(versdo 1.6, Lambda Solutions Inc.) instalado em um microcomputador notebook Dell

Inspiron com Windows 7. O espectrometro tem uma resolucdo de 2 cm na faixa

espectral atil de 400 a 1800 cm™.
F———i‘
\f/‘-—-v e

Figura 9: (A) Diagrama esquemaético do espectrdometro Raman dispersivo: laser de excitagdo,

Espectrometro Raman

CCD

Espectrégrafo

Sonda Raman

Computador

sonda Raman, porta-amostra, espectrografo com grade de difracdo, cAmera CCD e aquisicdo
de dados pelo computador. (B) Foto do espectrobmetro na bancada do laboratério (modelo

Dimension P1, Lambda Solutions, Inc.).
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3.5. Aquisicao dos espectros Raman e pré-processamento

Antes da coleta dos espectros, as amostras de soro foram descongeladas
passivamente e uma aliquota de 80 yL de cada amostra foi pipetada em um orificio de
um porta amostra de aluminio utilizando uma micropipeta para distribuicdo do soro. A
sonda Raman foi acoplada ao espectrbmetro para a excitacdo e a coleta dos
espectros, que foram adquiridos em quintuplicata para fins estatisticos e tempo de
exposicdo definido para 3 s com 10 acumulagfes (30 s total). Apos a coleta, ruidos
decorrentes de raios coésmicos foram removidos manualmente e os espectros foram
submetidos a um pré-processamento com a finalidade de corrigir a linha de base
(devido principalmente a autofluorescéncia), sendo empregado um polindmio de
ordem 7 que foi ajustado e subtraido de cada espectro na faixa espectral entre 400 e
1800 cm. Os espectros foram entdo normalizando pela area sob a curva (norma 1)
(Lash, 2012).

O pré-processamento foi realizado utilizando uma rotina desenvolvida no
software MATLAB (versdo 2007a, The MathWorks Inc., Natick, MA, EUA). A
verificacdo da calibracdo do deslocamento Raman foi realizada no inicio do
experimento, com a aquisi¢cdo do espectro do naftaleno e a verificagdo da posicao das
bandas, e a correcdo da resposta espectral do espectrometro e sonda foi realizada
obtendo-se o espectro de uma lampada de tungsténio com intensidade calibrada,
procedimentos descritos em Silveira et al. (2002). A Figura 10 apresenta os espectros
de duas amostras de soro de cées (saudavel e com cancer) sem o tratamento de
remocao do sinal de fundo e com o tratamento de remocé&o do sinal, evidenciando o
pico da vibragcdo de respiracdo do anel aromatico da fenilalanina em 1004 cm-?, onde
ficou demonstrado que a calibragdo do equipamento em termos de deslocamento
Raman € preciso, e que a aplicacdo da correcao da linha de base por polinbmio de

ordem 7 ndo altera a posicao deste pico.
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Figura 10: Espectros de duas amostras de soro de cées, uma de cdo saudavel e outra de cao
com neoplasia, antes e apds a subtragdo e remocgdo da linha de base. Os espectros foram

deslocados para melhor visualizacéo.

Os espectros médios de cada grupo (Saudavel e Neoplasico) foram calculados
e plotados em software Microsoft Excel com abscissas entre 400 e 1800 cm™,
indicando o deslocamento Raman, suas diferencas foram observadas e 0s seus picos
mais evidentes foram marcados para comparacado visual e identificacdo das
diferencas nas intensidades dos picos Raman que caracterizam as diferencas de

constituicdo entre 0os grupos e subsequente analise estatistica.

3.6. Andlise de variancia e teste t de Student

A analise de variancia (ANOVA) é adequada para identificar diferencas entre as
médias populacionais devido a varias causas atuando simultaneamente sobre os
elementos da populacdo (Costa Neto, 2002). Essa andlise busca investigar se
existem diferencas estatisticamente significativa entre as médias dos grupos
estudados e se os fatores analisados exercem influéncia em alguma variavel
dependente (Sampaio, 2002).

Para tanto, foi aplicado o teste t de Student que verificou a significancia
estatistica em aceitar ou rejeitar a hipotese nula (hipétese de igualdade na média
entre duas populacdes) quando as amostras seguem distribuicdo normal, porém com
variancia desconhecida. Admitindo-se o nivel de significancia de 5% (valor de p <
0,05) e determinando os picos com diferencas significativas e as relagbes com as
diferencas na composi¢do bioquimica entre os grupos, foram identificadas as

possiveis diferencas no perfil bioquimico dos dois grupos (Saudavel e Neoplasico)
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medidos no soro sanguineo. Quando ha diferencas significativas entre 0s grupos
amostrais (p < 0,05), rejeita-se a hipotese nula (igualdade) e aceita-se a hipotese

alternativa, sugerindo que as meédias provém de populacdes distintas.

3.7. Andlise estatistica e analise exploratéria por PCA

A analise exploratéria foi realizada com a PCA para identificar nos Score 1 a
Score 8 os picos de compostos bioquimicos presentes no soro e determinar se ha
diferencas estatisticamente significativas nas intensidades dos PCs entre os grupos
Saudavel e Neoplasico, sugerindo uma classificacdo baseada nas diferencas na
constituicdo bioquimica entre os grupos e na presenca de biomarcadores neoplasicos
ou auséncia de algum biomarcador no grupo Neoplasico. As intensidades dos PCs
foram avaliadas estatisticamente para indicar a significancia estatistica da hipotese de
igualdade na média das intensidades dos PCs entre o grupo Saudavel e Neoplasico
(hipbtese nula — Ho), com aceitacdo (p > 0,05) ou rejeicdo (p < 0,05) da hipétese nula
(que representa a igualdade na média das intensidades dos PCs nos grupos
referidos), sendo as diferencas consideradas significativas quando p < 0,05 (Vargas-
Obieta et al., 2016).

Foi aplicado o teste para verificar a normalidade da distribuicdo das
intensidades dos PCs através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Nos PCs com
distribuicdo gaussiana foi aplicado o teste t de Student, e nos PCs com distribuicéo
nao gaussiana foi aplicado o teste de Mann-Whitney a fim de avaliar os picos
estatisticamente significativos (picos descritos na Tabela 5). Assim pode-se fazer uso
do teste t para a obtencdo de conclusfes baseadas em calculos estatisticos, com alto
grau de confianca (Neyman, 1937; Raju, 2005). A PCA foi calculada utilizando a rotina
“‘princomp.m” no software Matlab (versdo 2007a, The MathWorks Inc., Natick, MA,
EUA) e a andlise estatistica aplicada nos PCs foi feita usando o software Instat

(versao 3.00, GraphPad, San Diego, CA, EUA, www.graphpad.com).

3.8. Anédlise discriminante baseada em PLS

A regressdo PLS é uma técnica estatistica multivariada usada como andlise
discriminante (PLS-DA) para classificar amostras com muitas variaveis (Nguyen;
Rocke, 2002). O objetivo é classificar amostras com base na covariancia calculada
entre as variaveis preditoras (0s espectros) e as respostas (0 grupo ao qual cada

amostra pertence) usando um conjunto de dados de treinamento (Barker; Rayens,
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2007; Nguyen; Rocke, 2002), o que significa que a PLS-DA encontra a variacdo nas
informacOes presentes nos espectros Raman, que estdo correlacionadas com o
grupo, e a variagcdo é usada para classificagdo. O modelo PLS-DA foi usado para
classificar os espectros nos grupos Saudavel e Neoplasico, em que as variaveis
preditoras variaveis preditoras sdo o conjunto de dados de espectros Raman e as
respostas sdo os grupos a serem discriminados: Saudavel (grupo # 1) e Neoplasico
(grupo # 2). O modelo empregou a validagdo cruzada “leave-one-out”, em que um
espectro de uma amostra é aleatoriamente retirado do conjunto de dados, a
covariancia do conjunto de dados com n — 1 espectros é estimada, e o0 grupo no qual
0 espectro excluido pertence é previsto. Portanto, todos os espectros foram testados
um a um em n modelos. O numero de variaveis latentes (VLs) usadas no modelo
PLS-DA é o numero que apresenta a maior acuracia de discriminagdo entre os dois
grupos.

Os resultados da classificacdo foram apresentados em uma tabela de
contingéncia. Foi calculada a Sensibilidade, a Especificidade e a Acuracia de
discriminagao analisando os mesmos na forma “por espectro” (“spectrum-wise”), ou
seja, cada espectro representou um diagnéstico em um dos grupos, e na forma “por
paciente” (“patient-wise”), onde o resultado da classificagdo de um paciente é o
resultado da classificagdo da maioria simples dos espectros daquele paciente em um
dos grupos. O modelo PLS-DA foi implementado usando a rotina Chemoface (UFLA,

MG, Brasil, www.ufla.br/chemoface/) (Nunes et al., 2012).
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4. RESULTADOS

4.1. Espectros Raman do soro de cées

Foram coletados espectros Raman do soro sanguineo de 68 cédes (31
clinicamente saudaveis e 37 diagnosticados com céancer). Das 37 amostras de soro
sanguineo de cdes com neoplasia obtida para este estudo, foram excluidas sete
amostras de pacientes com sintomas clinicos sugestivos de neoplasia, porém suas
necropsias indicaram Obito em decorréncia de neoplasias, porém nao possuiam
resultado confirmatério por bidpsia ou imagem (Tabela 4), resultando em 154
espectros no grupo Saudavel e 200 espectros no grupo Neoplasico. Apds o pré-
processamento, o espectro médio de cada um dos grupos foi calculado e plotado
(Figura 11), apresentando os picos em 455, 506, 621, 642, 757, 853, 939, 1003, 1032,
1130, 1209, 1272, 1315, 1344, 1360, 1453 e 1656 cm™, atribuidos a proteinas séricas
como a albumina e as globulinas (Lin; Koenig, 1976; Martinez-Espinosa et al., 2008;
Parachalil et al.,, 2019). Estes picos podem ser considerados a “impressao digital”
Raman dos constituintes do soro, que sdo semelhante as caracteristicas Raman do
soro humano (Gonzalez-Solis et al., 2014b; Goulart et al., 2022; Lima et al., 2022;
Martinez-Espinosa et al., 2008; Parachalil et al., 2019; Vargas-Obieta et al., 2016) e
podem ser utilizados como biomarcadores (Gonzélez-Solis et al., 2014b; Martinez-
Espinosa et al., 2009). Os picos de maior intensidade (1003, 1453 e 1656 cm™) estdo
mais intensos no grupo Neoplasia, enquanto o pico em 455 cm est4 mais intenso no

grupo Saudavel.
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Figura 11: Espectros Raman médios do soro sanguineo de cdes dos grupos Saudavel e
Neoplasico e o espectro de diferenca (Neoplasico — Saudavel). O espectro de diferenca foi
ampliado (X2) para melhor visualizacdo. As caracteristicas positivas no espectro de diferenca
representam o0s picos que sdo mais intensas nos espectros do grupo Neoplasico do que nos
espectros do grupo Saudavel. A sombra nos espectros médios representa o desvio padrao em

cada numero de onda.

O espectro de diferenca entre os dois grupos (Neoplasico — Saudavel)
observados na Figura 11 apresentou picos aos quais se aplicou o teste t para a
identificacdo de diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05), onde as maiores
diferencas foram observadas nas bandas com picos positivos em 1132, 1342, 1368 e
1453 cm®, que podem ser atribuidos a proteinas e/ou aminoacidos, indicando
concentragdes mais elevadas no grupo neoplasico, os picos negativos em 451 cm™,
atribuidos ao triptofano (KRAFT et al., 2005) e em 1441 cm, atribuidos a lipideos
(Gonzélez-Solis et al., 2014b; Kraft et al., 2005; Vargas-Obieta et al., 2016), sugerem
concentracbes mais elevadas destes biocomponentes no grupo Saudavel. As
caracteristicas espectrais negativas/positivas em 617/624, 1000/1006 e 1028/1034
cm sugerem a ocorréncia de um desvio a direita ou desvio para o vermelho (“red
shift” — frequéncias vibracionais mais elevadas) dos picos em 621, 1003 e 1032 cm™?,
atribuidos a fenilalanina/tirosina (De Gelder et al., 2007; Fischer; Hans, 1992; Kuhar et

al., 2021), e este desvio para o vermelho esta presente nos espectros do grupo
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Neoplasico. Uma andlise mais pormenorizada deste desvio para a o vermelho é
apresentada na analise exploratéria na sequéncia apds a Tabela 5, onde estédo
descritas as atribuicdes dos picos observados no espectro da diferenca entre os
grupos (Saudavel — Neoplasico).

O espectro da diferenca entre os grupos Saudavel e Neoplasico também foi
calculado e os picos da diferenca também foram anotados e as posi¢cdes dos picos
Raman foram atribuidas de acordo com a literatura (Gonzéalez-Solis et al., 2014b;
Lima et al., 2022; Martinez-Espinosa et al., 2009; Silva et al., 2018) para determinar a

diferenca na composicao bioquimica do soro de ambos os grupos.

Tabela 5. Posi¢cdes dos picos das amostras de soro sanguineo de cédes observados no
espectro de diferenca entre o grupo Saudavel e o grupo Neoplasico (Figura 11), as atribuicdes
conforme descricdo dos picos e compostos bioquimicos na literatura (De Gelder et al., 2007;
Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Lima et al., 2022; Martinez-Espinosa et al., 2009; Munteanu
et al.,, 2017; Parachalil et al., 2019; Silva et al., 2018; Silveira et al., 2013; Talari et al., 2015;
Vargas-Obieta et al., 2016) e a indicagdo de presenca dos picos nos grupos Saudavel e/ou

Neoplésico.

Banda Raman Atribuicdo Grupo
(cm™)

455 (PC4) Triptofano Saudavel
485 (PC6) Proteinas, PCR Saudavel
612 (PCB8) Lipideos Saudavel
756 (PC5) Hemoglobina Saudavel
763 (PC4) Triptofano Saudavel
945 (PC7) Proteinas, Aminoéacidos Saudavel
974 (PC7) Proteinas, Aminoacidos Saudavel
1028 (PC3) Fenilalanina Saudavel
1135 (PC6) Hemoglobina Saudavel
1087 (PC8) Lipideos, Fosfolipideos Saudavel
1227 (PC6) Amida lll, Triptofano Saudavel
1229 (PC5) Hemoglobina Saudavel
1240 (PC4) Triptofano Saudavel
1268 (PC8) Lipideos Saudavel
1361 (PC4) Triptofano Saudavel
1441 (PC3/PC8) Lipideos — 8CH2, 3CH3 Saudavel
1453 (PC6) Albumina — 8CH2, 3CH3 Saudavel
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Banda Raman Atribuigcéo Grupo
(cm™)

1501 (PC4) Triptofano Saudavel
1551 (PC5) Hemoglobina Saudavel
1557 (PC6) Triptofano Saudavel
1562 (PC5) Hemoglobina Saudavel
1584 (PC5) Hemoglobina Saudavel
1623 (PC5) Tirosina Saudavel
1658 (PC3) Lipideos — vC=C Saudavel
1669 (PC4) Triptofano Saudavel
883 (PC6/PC7) PCR Saudavel/Neoplasico
959 (PC6) Hemoglobina — §(CH) ?

514 (PC4) Triptofano, Hemoglobina Neoplasico
517 (PC1) Serina, Hemoglobina Neoplasico
569 (PC4) Proteinas, Hemoglobina Neoplasico
617 (PC3) Fenilalanina [t(C-C)], Tirosina, Triptofano Neoplasico/RS#
621 (PC1) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplasico/RS#
624 (PC3) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplasico/RS#
639 (PC3) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplasico/RS#
642 (PC1) Tirosina [8(anel aromaético)] Neoplasico
645 (PC3) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplésico/RS#
676 (PC4) Hemoglobina, Glutationa Neoplasico
759 (PC1) Triptofano [8(anel aromatico)], Albumina, Globulina Neoplasico
760 (PC2/PC3) Triptofano, Tirosina Neoplasico
839 (PC1) Triptofano, Tirosina Neoplasico
857(PC1) Albumina Neoplasico
880 (PC2) Triptofano Neoplasico
882 (PC1/PC8) Lipideos Neoplasico
900 (PCB8) Proteinas, Aminoacidos Neoplasico
901 (PC4) Proteinas, Hemoglobina Neoplasico
904 (PC1) Proteinas, 5(C—C) Neopléasico
940 (PC1) Lipideos, 8(C-C), a-hélice Neopléasico
948 (PC4) Proteinas, Hemoglobina Neoplasico
950 (PC8) Lipideos — §(C—C) Neoplasico
1000 (PC3/PC5) Fenilalanina Neoplasico
1001 (PC6) Fenilalanina, Triptofano Neoplasico/RS#
1003 (PC1) Fenilalanina, Triptofano Neoplésico
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Banda Raman Atribuigcéo Grupo
(cm™)

1004 (PC2/PC4) Fenilalanina, Hemoglobina Neoplésico
1005 (PC6/PC8) Proteinas, Aminoéacidos Neoplasico/RS#
1006 (PC3/PC5) Fenilalanina — anel aromatico Neoplasico/RS#
1011 (PC2) Fenilalanina Neoplésico
1014 (PC7) Fenilalanina, Glutationa Neoplésico
1032 (PC1) Fenilalanina Neoplasico
1035 (PC3) Fenilalanina Neoplésico
1130 (PC1) Lipideos, Leucina Neoplésico
1132 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplasico
1161 (PC1) Proteinas, Aminoéacidos Neoplasico
1211 (PC8) Proteinas, Aminoacidos Neoplésico
1221 (PC1) Triptofano, Serina Neoplasico
1234 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplasico
1244 (PC2) Amida Il Neoplésico
1252 (PC7) Albumina Neoplésico
1270 (PC1) Amida Il Neoplasico
1304 (PC3/PC4) Lipideos — 6CH2, BCH3, Hemoglobina Neoplasico
1312 (PC1) Triptofano Neoplasico
1343 (PC8) Proteinas, Aminoacidos Neoplésico
1403 (PC2) Glutationa Neoplésico
1416 (PC8) Proteinas, Aminoéacidos Neoplasico
1438 (PC4) Proteinas, Hemoglobina Neoplésico
1452 (PC1) Fosfolipideos, Albumina Neoplésico
1454 (PC2) 6CH2, 6C-N-H Neoplasico
1466 (PC2) 8CH2, 8CH3 Neoplasico
1555 (PC1) Proteinas Neoplésico
1566 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplasico
1567 (PC4) Proteinas, Hemoglobina Neoplasico
1621 (PC4) Proteinas, Hemoglobina Neoplésico
1622 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplasico
1662 (PC1) Albumina Neoplasico
1680 (PC2) Amida | — a-hélice Neoplésico

H — grupo Saudéavel; C — grupo Cancer; DNA — &cido desoxirribonucleico

* Posi¢Oes dos picos baseadas nos picos observados em espectroscopia Raman amplificada
por superficie (SERS)

# RS — “red shift”

Simbolos para vibrag@es: v — alongamento, 8 — flexdo, t — torgéo, 5 — deformagéo.
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A PCA foi utilizada na analise exploratoria com a finalidade de identificar as
variaveis espectrais que apresentavam diferencas entre 0s grupos, através das
varidveis Scores e PCs dos componentes principais. A sua interpretagdo se concentra
em identificar se os picos marcados nos componentes principais estdo acima ou
abaixo do eixo “zero” e compara-los com seus respectivos Scores (grupo Saudavel e
Neoplasico). Picos positivos com Scores positivos, assim como picos negativos com
Scores negativos, revelam que determinado componente bioquimico apresenta alta
concentracdo na amostra estudada, enquanto picos positivos com Scores negativos e
vice-versa demonstram que o componente bioquimico, atribuido em tal posicdo do
deslocamento Raman, se apresenta em baixa concentracao.

As caracteristicas espectrais apresentadas nos primeiros oito Scores foram
correlacionadas com os compostos bioquimicos séricos de acordo com a literatura. As
primeiras oito varidveis da PCA sdo mostradas na Figura 12 e representaram 98,2%
da variancia total observada no conjunto de dados espectrais (96,2%, 0,6%, 0,4%,
0,4%, 0,2%, 0,2%, 0,2%, 0,1% e 0,1% para o Score 1 ao Score 8, respectivamente).
Foram demonstrados os graficos das oito primeiras varidveis de componentes
principais: Scores e PCs. Para PCs com distribuicdo gaussiana (PC5, PC6 e PC8), foi
aplicado o teste t e para os PCs com distribuicdo ndo gaussiana (PC1, PC2, PC3,
PC4 e PCY7), foi aplicado o teste de Mann-Whitney. Para aceitacdo da hipétese nula
foi considerado o valor de p > 0,05, e para rejeitar a hipétese nula (Ho) foi considerado
o valor de p < 0,05.

As caracteristicas espectrais que apareceram nos Scores podem ser atribuidas
aos constituintes do soro, tais como albumina, globulinas, outras proteinas séricas,
aminoécidos e lipideos. As intensidades dos PCs mostraram diferencas significativas
entre 0os grupos para PC3, PC4, PC5 e PC7 (teste t, p < 0,05), enquanto PC2 (teste
de Mann-Whitney), PC6 e PC8 (teste t com correcdo de Welch) ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativa (NS = diferenca nédo significativa, p > 0,05). O
Score com picos positivos e os componentes principais PCs positivos sugerem que 0s
constituintes bioquimicos estdo em concentracdo elevada no grupo em questao, e o
Score com picos positivos e PCs negativos (e vice-versa) sugere que 0s constituintes
bioguimicos estdo em concentragdo reduzida no grupo em questdo. A Figura 12

detalha as plotagens dos Scores e PCs 1 a 8.
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Figura 12: Grafico das oito primeiras variaveis obtidas da PCA: Scores e PCs. As

caracteristicas em Scores podem ser atribuidas a constituintes do soro: albumina, globulinas,

proteinas,
significativas entre os dois grupos para PC3, PC4, PC5 e PC7 (teste t, p < 0,05), enquanto
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PC2 (teste de Mann-Whitney), PC6 e PC8 (teste t com correcdo de Welch) ndo mostraram

diferencas estatisticamente significativas (NS = diferenca nao significativa, p > 0,05).

O Score 1 (Figura 13 mostrou caracteristicas espectrais dos constituintes
proteicos do soro sanguineo, principalmente albumina e globulinas, com picos
caracteristicos da albumina em 857, 1452 e 1662 cm semelhantes aos encontrados
nos espectros Raman do soro humano da literatura (Dingari et al., 2012; Lima et al.,
2022; Lin; Koenig, 1976; Parachalil et al., 2019). As posi¢ces dos picos atribuidos as
globulinas sdo semelhantes as da albumina e podem sobrepor-se aos picos da
albumina (Dingari et al., 2012; Lima et al., 2022; Lin; Koenig, 1976; Parachalil et al.,
2019). O PC1 (Figura 13) apresentou intensidades elevadas dos picos observados,
com concentracao significativamente maior de albumina no grupo Cancer em relacéo
ao grupo Saudavel (Mann-Whitney, p < 0,001). Por isto, a maior concentracdo de
albumina encontrada no grupo Céancer € conflitante com os achados de estudos
Raman em soro de pacientes com leucemia (Gonzales-Solis et al., 2014b; Lima et al.,
2022; Silva et al., 2018) e cancer de colo de uUtero (Gonzalez-Solis et al., 2014b).

A albumina é o componente mais abundante encontrado no soro de humanos
(Parachalil et al., 2019) e em animais, corresponde a cerca de 35 a 50% do total de
proteinas séricas (Rocha et al., 2010). A albumina estd diretamente associada ao
equilibrio dos fluidos corporais e a boa saude (Lima et al., 2021). As concentracdes
elevadas de albumina e seu espalhamento intenso podem dificultar a identificacdo de
outros componentes espectrais de concentracdo menos abundante no soro
sanguineo (Parachalil et al., 2019). Niveis séricos de albumina abaixo de 3,0 g/dL
poderiam determinar um fator preditivo de morte préxima (Lima et al., 2021). Estudos
mostraram gue a baixa concentracao de albumina estava associada a baixa sobrevida
e altas taxas de mortalidade em varios tipos de neoplasia, independentemente do
escore corporal e da concentragdo de proteina C-reativa (PCR) (Duran et al., 2014;
Lima et al., 2021).
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Figura 13: Plotagem das variaveis Score 1 e PC1. A variavel Scorel/PC1 representa 96,8%
da variacdo espectral presente nos dados e possui diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos (Teste Mann-Whitney, p < 0,001).

O Score 2 (Figura 14) apresentou picos negativos em 760, 880, 1004, 1011,
1244, 1403, 1454, 1466 e 1680 cm™, que podem ser atribuidos as proteinas e/ou
aminoacidos com anéis aromaticos em 760 cm (triptofano) (De Gelder et al., 2007;
Eckersall; Bell, 2010; Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Lin-Vien et al., 1991; Silva et
al., 2018), em 880 cm™ (triptofano) (De Gelder et al.,, 2007), 1004 e 1011 cm
(fenilalanina) (Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Silva et al., 2018), aminoacidos em
1403 cm™ (glutationa) (Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b)), proteinas em 1244 cm
(amida 1ll) (Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b)), em 1454 cm? (5CH2 e 3C—N-H)
(Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Silva et al., 2018), em 1466 cm™ (5§ CH2/CHs)
(Dingari et al., 2012; Lin; Koenig, 1976; Lin-Vien et al., 1991; Sandri, 2006) e 1680 cm"
! (amida | — a-hélice) (Talari et al., 2015). O PC2 (Figura 14) apresentou intensidade
proxima de zero e grande desvio padrdo e ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (Mann-Whitney, p = 0,320), indicando que essas
proteinas/aminoacidos apresentam grande variacdo entre 0s grupos, sugerindo,
assim, que podem nao estar associadas ao processo neoplasico e ndo seriam

relevantes para a diferenciacdo dos grupos estudados.
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Figura 14: Plotagem das variaveis Score 2 e PC2. A varidvel Score2/PC2 representa 0,6% da
variacdo espectral presente nos dados e ndo possui diferenga estatisticamente significativa

entre os grupos (Teste Mann-Whitney, p = 0,320).
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O Score 3 (Figura 15) indicou a existéncia de um desvio para o vermelho (“red
shift”) (Fischer; Hans, 1991; Kuhar et al., 2021; Lima et al., 2022; Parachalil et al.,
2019) dos picos em 621, 642, 1003 e 1032 cm (caracteristicas positivas/negativas
semelhantes a “N” em 617/624, 639/645, 1000/1006, e 1028/1035 cm™), picos estes
atribuidos a aminoacidos que possuem um anel aromatico como a fenilalanina,
tirosina e triptofano, que ocorreu no grupo cancer. Os picos positivos em 1304, 1441 e
1658 cm* podem ser atribuidos a lipideos: em 1304 cm™ (§CH3/CHz2) (de Gelder et al.,
2007), em 1441 cm? (5CHs/CH2) (Banerjee; Zhang, 2007; Gonzalez-Solis et al.,
2014(a,b); Vargas-Obieta et al., 2016) e em 1658 cm™ (5C=C) (Gonzalez-Solis et al.,
2014(a,b); Kraft et al., 2005; Silva et al., 2018). Os picos negativos em 760, 1132,
1234, 1566 e 1622 cm™* podem ser atribuidos a aminoacidos (triptofano e tirosina)
(Gonzéalez-Solis et al., 2014(a,b); Lima et al., 2022; Silva et al., 2018). O PC3 (Figura
15) apresentou uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Mann-
Whitney, p < 0,001), sugerindo maior concentracdo de lipideos no grupo Saudavel,
com a presenca do “red shift” e maior concentragdo de aminoacidos (triptofano e
tirosina) no grupo neoplasicos. No caso da fenilalanina, os picos em 621, 1003 e 1032
cm? estdo relacionados com os movimentos vibracionais das cadeias laterais e
apresentam uma constancia do niumero de onda ao passar do monémero para o
peptideo e a proteina (Herndndez et al., 2013). As intensidades dos picos da
fenilalanina em 621 e 1003 cm™ sdo sensiveis a hidratacdo/hidrofilicidade do
solvente, devido a interacdo do solvente com a nuvem de elétrons n do anel
benzénico substituido (Kuhar et al., 2021) e os picos em 1032 e 1004 cm™ séo
sensiveis ao pH devido a protonacao (Fischer; Hans, 1991), mas sem alteracdo da
posicdo do numero de onda. O desvio para o vermelho pode sugerir uma alteracao
conformacional nas proteinas (dobra de estruturas secundarias e terciarias) devido ao
pH e a protonacéo, por exemplo, ou mesmo ligacdes que ocorrem em locais proximos
do anel aromatico destes aminoacidos, onde as frequéncias das bandas dos residuos
da cadeia lateral do aminoacido sdo deslocadas para o lado direito do espectro
(“vermelho”) devido a estas ligacdes.

Apesar da constancia do numero de onda da banda na passagem do
mondmero (fenilalanina) para o peptideo (somatostatina) e para a proteina (albumina
de soro bovino), observada no estudo de Hernandez et al. (2013), pode-se sugerir-se
que as proteinas tém picos com maior energia em compara¢cao com 0s aminoacidos,

embora as diferencas possam ser muito sutis (Figura 15). Estas alteracbes, mesmo
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que sutis na posicdo destes picos, podem ser prontamente detectadas por um

espectrografo Raman de alta resolucdo nesta faixa de nimeros de onda (400 a 1000

cm™).
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Figura 15: Plotagem das variaveis Score3 e PC3. A variavel Score3/PC3 representa 0,4% da
variacdo espectral presente nos dados e possui diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos (Teste Mann-Whitney, p < 0,001%).

O Score 4 (Figura 16) apresentou picos positivos em 455, 763, 1240, 1361,
1501, 1529 e 1669 cm™ que podem ser atribuidos as proteinas e aminoacidos (De
Gelderet al., 2007; Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Kuhar et al., 2021; Lin; Koenig,
1976; Talari et al., 2015; Vargas-Obieta et al., 2016). Os picos negativos em 514, 569,
676, 901, 948, 1004, 1304, 1438, 1567 e 1621 cm™* podem ser atribuidos as
proteinas, particularmente a hemoglobina (Atkins et al., 2017; Bankapur et al., 2010).
O PC4 (Figura 16) apresentou uma diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (Mann-Whitney, p < 0,001), sugerindo maior concentracdo de proteinas e
aminoacidos no grupo saudavel e maior concentracdo de hemoglobina no grupo
Neoplasico, o que pode sugerir a ocorréncia de hemdlise nestas amostras. A
diminuicdo da concentracdo de proteinas/aminoacidos no soro de pacientes com
neoplasia pode estar relacionada com alteracbes no metabolismo das proteinas
musculares, que resultam na perda de massa muscular induzida pelo tumor (Sandri,
2006). A anemia hemolitica é devida a duas condi¢cdes, primeiro por um agente
oxidante devido a quebra do metabolismo antioxidativo do eritrécito, formando
metemoglobina, responsavel pela desnaturacdo proteica, e ainda de origem micro
angiopatica, onde o eritrécito € fragmentado por alteragbes na microvasculatura,

formando trombo (Fighera, 2008).
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Figura 16: Plotagem das variaveis Score 4 e PC4. A variavel Score4/PC4 representa 0,4% da
variacdo espectral presente nos dados e possui diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos (Teste Mann-Whitney, p < 0,001%).

O Score 5 (Figura 17) mostrou o desvio para o vermelho do pico a 1003 cm™?
(caracteristica “N” a 1000/1006 cm™), que é semelhante ao Score 3. Os picos
positivos em 756, 1229, 1551, 1562, 1584 e 1623 cm™ podem ser atribuidos a
hemoglobina (Bankapur et al.,, 2010). O PC5 (Figura 17) apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa (teste t, p < 0,01), confirmando a ocorréncia de desvio
para o vermelho no grupo Neoplasico e sugerindo que pode ter ocorrido hemolise no
grupo saudavel em resultado do processamento da amostra, pois uma rotacdo
elevada durante a centrifugacdo pode promover a hemdlise. Também houve maior
concentracdo de hemoglobina e lipideos no grupo saudavel, evidenciada pelo pico em
756 cm™,
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Figura 17: Plotagem das variaveis Score5 e PC5. A variavel Score5/PC5 representa 0,2% da
variagcdo espectral presente nos dados e possui diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos (teste t, p < 0,01).

O Score 6 (Figura 18) mostrou picos remanescentes do “red shift” do pico em
1003 cm* (caracteristica espectral tipo “N” em 1001/1005 cm™). Os picos negativos
em 485, 883, 1135, 1227, 1453 e 1557 cm™ podem ser atribuidos as proteinas
(Bergholt; Hassing, 2009; Chan et al., 2006; Cheng et al., 2005; Dingari et al., 2012;
Goheen et al., 1977; Kuhar et al., 2021; Lin-Vien et al., 1991; Lin; Koenig, 1976;
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Parachalil et al., 2019). Os picos em 485 e 883 cm™ podem ser atribuidos a PCR
(Bergholt; Hassing, 2009; Lin-Vien et al., 1991). O PC6 (Figura 18) ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa (teste t, p = 0,8315), com intensidade proxima
de zero e desvio padrdo grande, ndo sendo relevante para a diferenciagdo dos

grupos.
.
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Figura 18: Plotagem das variaveis Score 6 e PC6. A variavel Score6/PC6 representa 0,2% da
variagdo espectral presente nos dados e ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (teste t com correcdo de Welch, p = 0.8315).

O Score 7 (Figura 19) demonstrou picos positivos em 883, 1014 e 1252 cm™?,
que podem ser atribuidos a PCR (Bergholt; Hassing, 2009) e picos negativos em 945
e 974 cm, que podem ser atribuidos as proteinas e aminoacidos (Gonzalez-Solis et
al., 2014(a,b); Silva et al., 2018). O PC7 apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (Mann-Whitney, p < 0,0001), sugerindo uma maior
concentracdo de PCR no grupo com neoplasia e a ja observada maior concentracao
de proteinas/amino&cidos no grupo saudavel.
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Figura 19: Plotagem das variaveis Score7 e PC7. A variavel Score7/PC7 representa 0,2% da
variacdo espectral presente nos dados e possui diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos (Teste Mann-Whitney, p < 0,0001%).

O Score 8 (Figura 20) apresentou picos positivos em 612, 882, 1087, 1268 e
1441 cm, atribuidos a lipideos (Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Kraft et al., 2005;
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Lima et al., 2022; Lin-Vien et al., 1991; Pichardo-Molina et al., 2007; Silva et al., 2018;
Talari et al., 2015; Vargas-Obieta et al., 2016) e picos negativos em 511, 900, 950,
1005, 1211, 1343 e 1416 cm™, atribuidos a proteinas/aminoacidos (Gonzéalez-Solis et
al., 2014(a,b); Lin-Vien et al.,1991; Pichardo-Molina et al., 2007; Silva et al., 2018). O
PC8 nédo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos (teste t
com correcdo de Welch, p = 0,3522), com intensidades proximas a zero e grande

desvio padréo, sugerindo ndo haver relevancia para a diferenciagédo dos grupos.
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Figura 20: Plotagem das variaveis Score8 e PC8. A variavel Score8/PC8 representa 0,1% da
variagdo espectral presente nos dados e ndo possui diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos (teste t com correcdo de Welch, p = 0,3522).

Foi aplicado o teste t (p < 0,05) nos picos dos espectros médios dos grupos
neoplasico e saudavel para definicdo das diferencas estatisticamente significativas
entre si, conforme apresentados na Figura 12. As maiores diferencas se encontram
nos picos em 455, 506, 621, 642, 757, 853, 939, 1003, 1032, 1130, 1209, 1272, 1315,
1344, 1360, 1453 e 1656 cm™. Os picos 880, 1004, 1011, 1244, 1403, 1454, 1466 e
1680 cm ™ mostram uma intensidade préxima de zero e um grande desvio padrédo, ndo
apresentando diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Mann-Whitney,
p = 0,320). Os picos em 485, 883, 1135, 1227, 1453 e 1557 cm™ também néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (teste t, p = 0,8315), com
intensidade proxima de zero e grande desvio padrdo. Da mesma forma os picos 511,
612, 882, 900, 1005, 1087, 1211, 1268, 1343, 1416 e 1441 cm™ ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (teste t com correcdo de
Welch, p = 0,3522), com intensidades préximas a zero e um grande desvio padrao.
Esses resultados né&o significativos sugerem que esses picos, associados
principalmente a proteinas/aminoacidos, variaram dentro dos grupos, sugerindo,
assim, que podem ndo estar associadas ao processo neoplasico e ndo foram

relevantes para a diferenciagao dos grupos estudados.
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As diferencas mais relevantes e que foram observadas nos picos em 1132,
1342, 1368 e 1453 cm sugerem concentracdes mais elevadas de proteinas e/ou
aminoacidos no grupo Neoplasico (albumina e globulinas) e nos picos em 451 cm
(triptofano) no grupo Saudavel (De Gelder et al., 2007; Gonzalez-Solis et al.,
2014(a,b) e 1441 cm? (lipideos) (Kraft et al., 2005; Gonzalez-Solis et al., 2014a;
Vargas-Obieta et al., 2016), que sugerem concentracdes mais elevadas de triptofano
e lipideos no grupo Saudavel, e a ocorréncia de desvio para o vermelho nos picos em
621, 1003 e 1032 cm* (fenilalanina) (Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Hernandez et
al., 2013; Lima et al., 2022; Martinez-Espinosa et al., 2008; Parachalil, et al., 2019)
(caracteristicas “N” em 617/624, 1000/1006 e 1028/1034 cm™) no grupo Neoplasico,
sugerindo uma alteracdo na conformacdo da proteina e/ou ligagdo perto do anel
aromatico em residuos de aminoacidos no grupo Neoplasico.

Lima et al. (2022) observaram nos espectros Raman do soro de criancas e
adolescentes que um deslocamento para o vermelho (“red shift’) dos picos dos
aminoacidos contendo anéis aromaticos apareceu no grupo de cancer, sugerindo que
esse deslocamento para numeros de onda mais altos caracteriza alteracdes
neoplasicas. Observaram também que as proteinas (principalmente a albumina), os
aminoacidos e os carotenoides apresentavam-se em maior intensidade no grupo
normal em relagdo aos grupos leucémicos e outros canceres, discordando dos
resultados obtidos neste estudo relativamente a albumina. A obtencdo do proteoma
sérico com a identificacdo das proteinas de fase aguda na inflamacdo é uma
ferramenta importante nos testes de diagndstico veterinario (Atherthon et al., 2013)
uma vez que podem ocorrer alteracdes na composicéo e concentracdes das proteinas
plasmaticas no linfoma canino em comparagcdo com individuos saudaveis, e valores
aumentados de proteinas séricas que sdo comumente observados na inflamacédo
devido ao cancer (Eckersal; Bell, 2010).

Nao foram observados picos de carotenoides na andlise PCA, o que sugere
gue estes ndo desempenham um papel importante no diagnéstico de neoplasias em
cées, provavelmente porque estes compostos ndo estdo normalmente presentes na
dieta destes animais.

Em um estudo de espectroscopia Raman com soro e plasma humanos visando
diagnéstico, Silva et al. (2018), Gonzalez-Solis et al. (2014a) e Gonzalez-Solis et al.
(2014b) analisaram espectros Raman de plasma humano de doentes leucémicos e

saudaveis para identificar diferencas na bioquimica sérica relacionadas com a
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leucemia. Gonzéalez-Solis et al. (2014b) analisaram espectros de soro sanguineo
humano de pacientes com cancer do colo do utero, pré-cancerosos e saudaveis, e
identificaram picos de carotenoides com intensidade significativamente mais elevada
em individuos normais em compara¢ao com 0s neoplasicos.

Munteanu et al. (2017) analisaram o0s espectros Raman (SERS) de dois
fragmentos de tecidos mamarios benignos e malignos em cdes e demonstraram a

presenca de caracteristicas espectrais de carotenoides nos tecidos benignos.

4.2. Analise discriminante e modelos de classificacdo PLS-DA

Os resultados da PLS-DA utilizando 7 VLs sdo apresentados na tabela de
contingéncia (Tabela 6) e foram calculadas a sensibilidade, especificidade e acuracia
para cada modelo construido que classificam os grupos Saudavel X Neoplasico. Os
melhores resultados foram obtidos com os modelos de classificacdo dos espectros de
soro interpretados “por paciente” (“patient-wise”), com sensibilidade de 77%,
especificidade de 77% e acuracia de 77%, que foi superior em comparacdo a
classificagao “por espectro” (“spectrum-wise”), que apresentou sensibilidade de 76%,

especificidade de 81% e acuracia de 78%.

Tabela 6: Tabela de contingéncia com os resultados da discriminacdo dos espectros Raman
das amostras de soro de sangue de cdes usando o modelo de discriminacdo baseado em

PLS (PLS-DA) utilizando o modelo de classificacdo por paciente e por espectro,

respectivamente.
Diagnéstico clinico Diagnéstico por Raman / PLS-DA (7 LVs)
Por paciente Por espectro

Saudavel Neoplasico Saudavel Neoplasico

Saudavel (n = 31 amostras de 31 25 6 119 35

pacientes, n = 154 espectros)

Neoplasico (n = 41 amostras de 30 10 31 46 154

pacientes, n = 200 espectros)

Sensibilidade % 7% 76%

Especificidade % 7% 81%

Acuracia (classificacéo correta) % 7% 78%
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5. DISCUSSAO

5.1. Comparacdo dos dados dos espectros Raman do soro sanguineo
com outros estudos

A fisiologia do soro sanguineo dos mamiferos é complexa e semelhante entre
as espécies, sendo constituida basicamente por agua, sais inorganicos e
biomoléculas, incluindo proteinas, aminoacidos, lipoproteinas, vitaminas e glicose
(Martinez-Espinosa et al., 2008; Parachalil et al., 2019) e que, estd em consonancia
as pesquisas de oncologia comparativa entre cdo e humano (Gardner et al.,2016;
Reif, 2011; Pinello et al., 2022).

Vérias biomoléculas presentes nos tecidos e fluidos biol6gicos sdo sensiveis as
alteracdes homeostéticas pré-cancerigenas e cancerigenas, o que pode facilitar o uso
da espectroscopia Raman para o diagndstico e monitoramento do cancer (Gonzéalez-
Solis et al., 2014a), uma vez que neoplasias aumentam as concentracdes de
proteinas (albumina e globulinas) (Martinez-Espinosa et al., 2008; Parachalil et al.,
2019). Este fato foi observado nos espectros Raman no soro dos caes obtidos no
presente trabalho e apresentados na Figura 12.

Em humanos, a andalise molecular do soro sanguineo pode fornecer
informacdes sobre os processos metabdlicos que ocorrem no organismo, € ha um
interesse crescente em utilizar a espectroscopia Raman para desenvolver sensores
soro-especifico para biomoléculas para diagnéstico e monitoramento (Martinez-
Espinosa et al., 2009).

Barker; Rayens (2007) verificaram que as globulinas séricas apresentam perfil
espectral semelhante ao da a-albumina sugerindo, portanto, que o aumento das
caracteristicas espectrais semelhantes a albumina no Score 1 pode ser devido ao
aumento dessas proteinas, algumas delas associadas ao sistema de defesa do corpo,
particularmente as imunoglobulinas.

As posi¢fes dos picos Raman das globulinas sdo semelhantes as da albumina
e estdo descritas nas seguintes posicdes: em 857 cm™ (tirosina), em 948 cm™ (lipideo
— estiramento C-C), em 1002 cm* (fenilalanina — deformacédo =CbH2) em 1452 cm?)
— deformacgdo CHz2, em 1343 cm™ (lipideos e proteinas — deformacédo CH2); em1453
cm proteinas — deformacdo CH2 e em 1658 cm (proteinas — amida |, conformacéo
a-hélice), semelhantes as posicbes encontradas nos espectros Raman do soro

humano (Lima et al., 2022; Parachalil et al., 2019; Lin; Koenig, 1976; Dingari et al.,
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2012). Tais picos apresentam correspondéncia similar aos encontrados no presente
estudo, sendo indicados os seguintes picos relacionados a albumina e globulina nos
espectros médios: 853, 939, 1003, 1344, 1453 e 1656 cm™. Todavia, as posi¢des dos
picos ndo estdo em consonancia com os achados obtidos no soro de pacientes com
leucemia (Gonzalez-Solis et al., 2014a; Lima et al., 2022; Silva et al., 2018) e cancer
de atero (Gonzalez-Solis et al., 2014b). Em humanos, se 0s niveis séricos de
albumina estiverem abaixo de 3,0 g/dL podem determinar um fator preditivo de morte
proxima (Lima et al., 2021).

Nas amostras de soro de cées obtidas no presente estudo, foi observado que a
albumina e globulina estavam em maior intensidade no grupo Neoplasico, sugerindo
maior concentracdo. De acordo com Oliveira et al., (2013) a sindrome Paraneoplasica
compreende alteracdes hematoldgias mistas, como por exemplo, anemia, eritrocitose,
leucopenia, leucocitose, trombocitopenia e principalmente a hipergamaglobulinemia.
Ela é caracterizada pelo excesso na producdo de imunoglobulinas por linfocitos ou
plasmadcitos, de maneira que o0 excesso de proteinas circulantes promove a
hiperviscosidade sanguinea, hipOxia, entre outras, decorrente de linfomas,
plasmocitomas ou leucemia linfocitica (Bergman, 2007; Mangieri, 2016). Os picos de
fenilalanina estavam presentes em maior concentracdo nos Scores 2 e 3 localizado
no grupo Neoplasico em concordancia com Silva et al. (2018), que verificaram em
seus resultados concentracdes maiores de fenilalanina no grupo leucémico, em que
sua presenca esta relacionada a ativacdo do gene BCR-ABL oriundo do cromossomo
Philadelphia, presente em uma classe de leucemias mieloides crbénicas, mas que
também tem sido identificada em leucemias agudas mieloides e linfoides (Colleoni et
al., 1998; Levine; Gillland, 2008; Schaffel; Simdes, 2008). Gonzalez-Solis (2019)
verificou a presenca da fenilalanina nos espectros de soro de pacientes com leucemia
e com cancer de utero (cervix). Contudo, as concentra¢cdes de tirosina e triptofano se
encontravam maiores no grupo saudavel, diferindo dos resultados obtidos neste
estudo.

Gonzalez-Solis et al. (2014a) demonstraram em seu estudo utilizando amostras
de soro sanguineo de individuos saudaveis e leucémicos que 0s picos Raman em
1338 cm! (triptofano, proteinas — a-hélice, fosfolipideos), 1447 cm (lipideos), 1523
cm? (B-caroteno), 1556 cm (triptofano), 1587 cm (proteinas, tirosina), 1603 cm
(tirosina, fenilalanina) e 1654 cm™ (proteinas — amida |, a-hélice, fosfolipideos) e

foram menos intensos nos leucémicos em comparacdo aos individuos saudaveis.
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Apesar de serem encontrados em humanos com leucemia, esses achados
corroboram com o encontrado neste estudo, uma vez que Vvisto que 0s picos na faixa
de 1343, 1453 e 1656 cm™ do presente estudo foram menos intensos no grupo
Saudavel em comparacao ao grupo Neoplasico e maior concentragdo de albumina se
encontram no grupo Cancer. Gonzalez-Solis et al. (2014b) também analisaram
espectros de soro sanguineo humano de pacientes com cancer de utero, pré-cancer e
saudaveis e identificaram picos de carotenoides com intensidade significativamente
maior em individuos normais em comparagdo com 0s neoplasicos.

Munteanu et al. (2017) analisaram o0s espectros Raman (SERS) de dois
fragmentos de tecidos mamarios benignos e malignos em cdes e demonstraram a
presenca de caracteristicas de carotenoides em tecidos benignos. No entanto, no
presente estudo ndo foram observados picos de carotenoides na andlise por PCA,
sugerindo que eles ndo desempenham papel no diagndéstico de neoplasias em cées,
provavelmente porque esses compostos nao estdo presentes na dieta desses
animais.

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman em soro de criangas e
adolescentes para discriminar amostras normais de amostras de neoplasia leucémica
e ndo leucémica, demonstrando picos de albumina sérica (852, 1452 e 1659 cm™)
contidas no soro de amostras do grupo normal estdo em maior quantidade de
albumina do que o soro de amostras leucémicas e dos outros tipos de cancer,
diferindo dos encontrados no presente estudo. Ocorreu um “deslocamento para o
azul” (“blue shift” ou deslocamento para alta energia vibracional) em 1004 cm™* (picos
invertidos em 1002 e 1006 cm™?) e em 619 e 640 cm™ (picos invertidos 619/625 e
640/646 cm™) das amostras do grupo leucémico e outros tipos de neoplasias em
relacdo ao grupo normal.

No presente estudo, o Score 3 e 0 Score 5 apresentaram picos em 621, 642,
1003 e 1032 cm? (caracteristicas positivas/negativas semelhantes a “N” em 617/624,
639/645, 1000/1006 e 1028/1035 cm™) atribuidos a aminoacidos que contém anel
aromatico: fenilalanina, tirosina e triptofano. Estas moléculas estariam em maior
concentracdo no grupo Neoplasico, que corrobora com os achados neste estudo pois
ocorreu este desvio ou deslocamento da intensidade do pico para a regido do
vermelho, que sugere uma maior concentracéo de lipideos no grupo Saudavel e uma

maior concentracdo de aminoacidos (triptofano e tirosina) no grupo Neoplasico.
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Para a fenilalanina, os picos em 621, 1003 e 1032 cm™ estdo relacionados aos
movimentos vibracionais da cadeia lateral e apresentam constancia do niumero de
onda ao passar do monémero para o peptideo e para a proteina (Hernandez et al.,
2013). As intensidades dos picos de fenilalanina em 621 e 1003 cm™ sdo sensiveis a
hidratac&o/hidrofilicidade do solvente, devido a interacao do solvente com a nuvem de
elétrons © do anel de benzeno substituido (Kuhar; Umapati, 2021). Os picos em 1032
e 1004 cm* sdo sensiveis ao pH (devido a protonacéo) (Fischer; Hans, 1992), sem
alteracdo na posicao do numero de onda. O desvio para o vermelho pode sugerir uma
mudanca conformacional nas proteinas (dobramento de estruturas secundarias e
terciarias) devido ao pH e a protonacdo, por exemplo, ou mesmo ligacdes que
ocorrem em locais préximos ao anel aromético desses aminoacidos, onde as
frequéncias de banda do aminoacido os residuos da cadeia lateral sdo deslocados
para o lado direito (vermelho), por exemplo, ou mesmo ligacdes que ocorrem em
locais proximos ao anel aromatico desses aminoéacidos, onde as frequéncias de
banda do aminoacido os residuos da cadeia lateral sédo deslocados para o lado direito
(vermelho) do espectro devido a essas ligagdes. Embora o nimero de onda da banda
permaneca constante ao passar do mondmero (fenilalanina) para o peptideo
(somatostatina) e a proteina (albumina sérica bovina), como visto no estudo de
Hernandez et al. (2013).

Gonzéalez-Solis et al. (2014a) verificaram que os picos Raman em 1338 cm™
(triptofano, proteinas — a-hélice, fosfolipideos), 1447 cm™ (lipideos), 1523 cm™ (B-
caroteno), 1556 cm* (triptofano), 1587 cm-! (proteinas, tirosina), 1603 cm! (tirosina,
fenilalanina) e 1654 cm™ (proteinas — amida |, a-hélice, fosfolipideos) foram menos
intensos nos leucémicos em comparacdo aos individuos saudaveis. Esses achados
corroboram com os achados deste estudo, visto que os picos em 1304 cmt
(8CHs/CH2), em 1441 cm (8CH3/CH2), e em 1658 cm™ (8C=C) foram mais intensos
no grupo Saudavel e a presenga de “red shift” com uma maior concentragdo de
aminodcidos (triptofano e tirosina) no grupo Neoplasico.

Sandri (2006) relatou a ocorréncia da diminuicdo da concentracdo de
proteinas/aminoacidos no soro de pacientes com neoplasia pode estar relacionada a
alteracbes no catabolismo proteico muscular, resultando em perda de massa
muscular induzida por tumor. Bankapur et al. (2010) verificaram picos em 473, 490,
517, 545, 589, 620, 635, 860, 898, 936, 962 e 1138 cm?, atribuidos em sua maioria a

hemoglobina, componente molecular das hemacias. Esses achados corroboram com
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os achados deste estudo, nos picos em 514, 569, 676, 901, 948, 1004, 1304, 1438,
1567 e 1621 cm* e podem ser atribuidos a proteinas, onde a maior concentracdo de
hemoglobina pode sugerir a ocorréncia de hemdlise em amostras dos grupos.

Freitas (2018) relataram a ocorréncia da ruptura das hemacias por erros
técnicos de coleta, processamento, transporte e armazenamento, apontando a
proporcdo de amostras veterinarias com presenca significativa de hemdlise como
principal interferéncia nos resultados de analises bioquimicas de caninos. No presente
estudo, foi citado no pardgrafo anterior que a hemdlise fora encontrada no grupo
neoplasico, o que sugere gque os picos em 756, 1229, 1551, 1562, 1584 e 1623 cm™
podem ser atribuidos a hemoglobina, indicando que a hemdlise pode ter ocorrido no
grupo Saudavel devido ao processamento das amostras presentes no grupo
Neoplasico.

Bergholt; Hassing (2009) utilizaram a espectroscopia Raman de forma
guantitativa para avaliar a presenca da PCR plasméatica humana, cuja presenca pode
ser atribuida a um biomarcador clinico de infeccdo bacteriana e dano tecidual.
Quando presente no sangue, esta proteina tem sua concentragdo aumentada a
medida que a inflamacao esta ocorrendo. As previsdes quantitativas da PCR foram
feitas por meio da PLS. Esses achados corroboram com os achados deste estudo nos
picos em 1014 e 1252 cm, que foram atribuidos a PCR e que demonstraram uma
maior concentracdo no grupo Neoplasico, sugerindo que devido a complexidade da
doenca, fatores inflamatdrios estejam latentes. No grupo Saudavel ocorreram picos
em 945 e 974 cm™ atribuidos a proteinas e aminoéacidos.

A obtencao do proteoma sérico (Atherthon et al., 2013) com a identificacdo de
proteinas de fase aguda na inflamacdo é uma ferramenta importante nos testes de
diagndstico veterinario que ainda ndo sdo usualmente aplicados na rotina de exames
gue demonstrem alteracbes na composicdo e nas concentracbes das proteinas
plasmaticas, por exemplo, em cédes com linfoma canino em comparacdo a caes
saudaveis, concluindo que os valores aumentados de proteina sdo comumente
observados na inflamacdo decorrente de neoplasias (Eckersall; Bell, 2010). Neste
sentido, a espectroscopia Raman poderia verificar de forma complementar essas
alteracdes bioquimicas em quantidade e qualidade e discriminar de acordo com essas
alteracbes em que grupo se encontra o paciente, conforme obtido neste estudo em

consonancia aos achados espectroscopicos observados nos Scores 1 e 7.
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Gonzales-Solis et al. (2014b) utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA em
soro humano para monitorizar doentes leucémicos que estavam recebendo
quimioterapia. Os autores identificaram diferencas em relacdo a componentes
proteicos, aminoacidos e carotenoides que estavam presentes no grupo leucémico,
obtendo 100% de sensibilidade e especificidade através de validagdo cruzada “leave-
one-out”. Neste estudo, nao foi verificado a presenca de carotenoides em nenhum dos
grupos estudados, o que poderia sugerir que o tipo de alimentagdo ou suplemento
pudesse modificar esse componente bioquimico.

Gonzales-Solis et al. (2019) utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA para
determinar a composicdo bioquimica das amostras de soro através do método de
aglomeracdo super paramagnética (ASP), discriminando as amostras de pacientes
com diferentes tipos de neoplasia. Concluiram através do método ASP que, embora
os tipos de neoplasias estudadas parecam diferentes uns dos outros, 0s aspectos
bioquimicos tém relacdes entre elas, uma vez que os espectros de leucemia possuem
maiores semelhancas com o cancer do colo do Utero, mantendo uma relagéo entre os
trés outros tipos de neoplasias de mama e de pulméo.

Bronson (1982) demonstrou que a ocorréncia de neoplasia em cédes idosos é
alta, sendo uma das principais causas de morte em cédes. Cerca de 45% dos caes
com mais de 10 anos, e 23% dos cées de todas as idades, morreram de cancer. Dos
74% das amostras do presente estudo, verificou-se que no grupo Neoplasico havia
mais fémeas acima de 9anos de idade provenientes de caes de raca. As diferencas
observadas entre os grupos analisados (Neoplasico x Saudavel) ndo estavam
atribuidas apenas a idade ou alteracBes relacionadas a ela, mas propriamente a
presenca de doenca neoplasica, dado ao fato que esta doenca pode afetar animais de
diversas racas e idades, independente dos fatores etiolégicos causais, sugerindo que
ndo somente a idade ou o género podem modificar a presenca de aminoacidos no
soro. As observacdes de Oh; Cho (2023) relativos a oncologia comparativa, que
objetivou analisar semelhancas e diferencas entre muitos tipos de cénceres que
ocorrem espontaneamente em caninos e humana, uma vez que, o envelhecimento
propicia a ocorréncia de cancer serviram de embasamento para analise dos
resultados.

Chan et al. (2006) demonstraram que a bioquimica dos compostos plasmaticos
humanos, como a lactato desidrogenase, € diferente em termos de género e idade

dos participantes, demonstrando que a quantidade de proteina total e albumina ndo
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diferiu significativamente entre os dois géneros. Todavia, dependeu da idade,
contrastando com Cheng et al.(2005) que demonstraram que a concentracdo de
albumina no soro humano muda dependendo da idade e do género.

De acordo com Felix (2019), de 48,39% das pacientes avaliadas com
carcinoma de mama, 20% apresentaram hiperproteinemia e 20% hiperalbuminemia,
sendo sugestivo de desidratacdo na sindrome paraneoplasica. Os linfomas podem
causar hiperglobulinemia monoclonal ou policlonal, sendo a hiperalbuminemia
resultante da hemoconcentracdo em decorréncia da perda de dgua e da desidratacéo
(Calazans, 2006; Eckersall; Bell, 2008; Semolin, 2016), as proteinas totais foram
maiores em cdes com linfoma, que relataram maior producdo de globulinas em
doencas inflamatdrias e neoplasicas.

Couto (2001) relatou a hiperproteinemia como uma anormalidade
paraneoplasica que ocorre raramente e € secundaria a producdo de proteina
monoclonal pelas células do linfoma, o que pode resultar em sindromes de
hiperviscosidade. Vieira (2010) relatou que o linfoma em c&es apresentava
concentragbes séricas de albumina mais baixas e concentragfes de globulina mais
altas quando comparado a cdes saudaveis. Silva et al. (2023) relataram alteracfes
como linfopenia, toxicidade de neutrofilos e hiperalbuminemia em um paciente com
sarcoma histiocitico.

Estes dados que relacionam a presenca de albumina e proteinas em alta
concentracdo sérica em pacientes oncolégicos, como em carcinomas (Felix, 2019),
linfomas (Calazans, 2006; Couto, 2001; Eckersall; Bell, 2008; Semolin et al, 2016) e
em sarcoma histiocitico (Silva et al., 2023) corroboram com os achados clinicos e
dados obtidos nos picos apresentados nos Scores 1, 3, 4, 5 e 7 com alta
concentracdo de albumina e proteinas, o Score 4 e 5 em particular com presenca de

hemoglobinas e hemolise na configuracdo desses componentes no grupo Cancer.

5.2. Analise discriminante por PLS-DA comparada a outros estudos

De acordo com Oliveira (2016), o soro sanguineo humano é um fluido corporal
complexo, constituido por biomoléculas, em maior proporcdo a agua, seguido
proteinas (principalmente albumina e a- e B-globulinas), aminoacidos, lipoproteinas,
hormdnios, vitaminas, glicose e sais inorganicos (Lima et al., 2022; Martinez-Espinosa

et al., 2009) similarmente ao dos animais mamiferos.
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Sabe-se que a analise molecular do soro pode fornecer informacdes sobre os
processos metabolicos que ocorrem no organismo, € ha um interesse crescente em
utilizar a espectroscopia Raman para desenvolver sensores soro-especificos para
biomoléculas para diagnostico e monitoramento (Rocha et al., 2010). Na literatura
publicada, os modelos de discriminacdo baseados em PLS (PLS-DA) aplicados no
soro de pacientes tém sido usados para a discriminagdo entre sujeitos saudaveis e
pacientes neoplasicos (Barker; Rayens, 2003), em soro de pacientes adultos com
leucemia (Harris et al., 2000; Nguyen; Rocke, 2002; Parachalil et al., 2019; Silva et al.,
2018) e de criancas e adolescentes (Lima et al., 2022) e serviram de embasamento
para este estudo.

Para executar os calculos de Sensibilidade, Especificidade e Acurécia, foram
aplicados modelos de discriminacdo baseados em estatistica multivariada, o0s
modelos foram utilizados a fim de discriminar as amostras de soro sanguineo dos
grupos analisados. A Sensibilidade é a probabilidade de o teste classificar de forma
correta 0s pacientes com cancer (resultados positivos) e a Especificidade € a
probabilidade de o teste classificar corretamente pacientes clinicamente saudaveis
(resultados negativos). Existe o risco em aplicar um teste diagndstico e a classificacao
ser incorreta dos pacientes, onde pacientes supostamente diagnosticados como
doentes que sdo saudaveis (falsos positivos) e pacientes supostamente
diagnosticados como saudaveis que estao doentes (falsos negativos). A necessidade
iminente de que os exames diagnoésticos devem estar sempre associados a avaliacao
da historia clinica do paciente, a semiologia como 0s sinais e sintomas identificados
no exame fisico, e aos resultados de exames complementares (laboratoriais, imagem,
histopatologia) para constatar a presenca ou auséncia da doenca (Pérez et al., 2021).

Foram apresentados os resultados dos modelos PLS-DA aplicados aos
espectros de soro sanguineo dos cédes quando se discriminam duas categorias
(Saudavel e Neoplasico). De acordo com os modelos PLS-DA que foi utilizado para
classificar os espectros nos grupos Saudaveis e Neoplasico, onde as variaveis
preditoras representam o conjunto de dados dos espectros Raman, e as respostas
sdo 0s grupos a serem discriminados: Saudavel (grupo #1) e Neoplasico (grupo #2).
O modelo empregou validagao cruzada “deixa um de fora” (“leave-one-out”), onde um
espectro de amostra é aleatoriamente deixado de fora do conjunto de dados, a
covariancia do conjunto de dados com n — 1 espectros é estimada e o grupo do

espectro deixado de fora é previsto. Portanto, todos os espectros foram testados um
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por um. O numero de VLs utilizado no modelo PLS-DA € o nimero que apresenta
maior precisdo de discriminacao entre os dois grupos.

Os resultados do PLS-DA usando 7 VLs e apresentados na Tabela 6
classificaram o0s espectros nos grupos Saudavel x Neoplasico. Os melhores
resultados foram obtidos para a classificacdo dos espectros de soro interpretados
como cassificagcdo “por paciente” (“patient-wise”), com sensibilidade de 77%,
especificidade de 77% e acuracia de 77%, em comparagcdo a classificacao “por
espectro” (“spectrum-wise”) que apresentou sensibilidade de 76%, especificidade de
81% e acuracia de 78%.

A literatura disponivel até o momento ainda € escassa em publicacbes que
comparam pacientes saudaveis e pacientes com neoplasias em humanos e animais
por meio da espectroscopia Raman e da andlise discriminante aplicada no soro
sanguineo, portanto, sdo poucas as publicacdes em que as neoplasias se diferenciam
entre si pela andlise no sangue, plasma ou amostras de soro. Gonzales-Solis et al.
(2014b) usaram espectroscopia Raman e PCA em soro humano para monitorar
pacientes leucémicos que estavam recebendo quimioterapia; os autores identificaram
diferencas nos componentes proteicos, aminoacidos e carotenoides que estavam
presentes no grupo leucémico, alcancando 100% de sensibilidade e especificidade
por meio da validagao cruzada “leave-one-out”.

Silva et al. (2018) utilizaram a espectroscopia Raman com um modelo de
classificagcdo por analise discriminante (DA) empregando PLS e PCA para a
diferenciacéo espectral de amostras saudaveis e leucémicas de plasma humano, que
resultou em uma sensibilidade de 95,7%, especificidade de 98,0% e acuracia de
97,1%, para a classificagdo PLS-DA. Os resultados obtidos no presente estudo séo
um pouco inferiores aos obtidos por Gonzales-Solis et al. (2014a), Gonzales-Solis et
al. (2014b) e Silva et al. (2018), porém no caso deste trabalho a amostragem foi
menor, foram colhidas amostras de variados tipos histopatologicos devido a um tempo
menor para selecdo de pacientes.

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman em soro de criangas e
adolescentes para discriminar amostras normais de amostras de cancer leucémico e
ndo leucémico, utilizando o modelo de classificagdo PLS-DA o que resultou em
sensibilidade de 99%, especificidade de 57% e acuracia de 66%. Os resultados
obtidos sé&o inferiores ao presente estudo, demonstrando que apesar da amostragem

ter limitacbes relacionadas a raca, idade, sexo e tipos tumorais, 0 modelo de
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classificacdo apresenta boa acuracia na discriminacdo do grupo a qual pertence o
soro do paciente.

Alguns estudos com sangue ou fragmentos de tecidos utilizaram PCA-DA
(Atkins et al., 2017; Gonzales-Solis et al. 2014a; Gonzéles-Solis et al. 2014b; Manag6
et al., 2018; Martinez-Espinosa et al., 2009; Sjoberg et al., 2014) em vez de PLS-DA
para a analise discriminante dos espectros Raman. No entanto, a PLS-DA se destaca
por permitir identificar as diferencas entre os grupos e reconhecer as variancias
obtidas dentro de cada grupo; portanto, a PLS-DA pode levar a um melhor
desempenho na classificacdo das amostras quando comparado a PCA-DA
(Bevilacqua; Marini, 2014).

Duarte et al. (2010) demonstraram o potencial da espectroscopia Raman
associada a regressdo PLS para o diagnéstico da toxoplasmose em gatos
domésticos, correlacionando as imunoglobulinas presentes no soro sanguineo dos
felinos, medidas com o método padrdo-ouro de ensaio imuno enzimatico (ELISA),
com as caracteristicas dos espectros Raman observada por PLS, obtendo parametros
de diagnéstico como sensibilidade, especificidade, precisdo, previsdo de valores
positivos, e previsdo de valores negativos de 100, 80, 90, 83,3 e 100%,
respectivamente, obtendo a discriminacdo e diagndstico das amostras positivas de
negativas, indicando que a técnica tem potencial para se tornar uma ferramenta de

USo na area veterinaria.

5.3. A espectroscopia Raman e as técnicas convencionais para
diagnostico de neoplasias

Ao comparar algumas metodologias para o diagnéstico de neoplasias em
humanos e cées, os resultados de Sensibilidade (76%), Especificidade (81%) e
Acuracia (78%) do presente estudo usando soro e espectroscopia Raman estdo
alinhados com os resultados da citologia aspirativa em comparacdo com a
histopatologia (precisdo de 69,7%) (Braz et al., 2016), espectroscopia Raman do soro
comparada a histopatologia (Sensibilidade de 99%, Especificidade de 57% e Acuracia
de 66%) (Goheen et al.,, 1977) e imagem hiperespectral das margens do tumor
comparada a histopatologia (sensibilidade de 71% e especificidade de 76%) (Semolin
et al, 2016). A eletroforese de proteinas € uma metodologia para quantificar proteinas
e suas fracdes de forma simples e rapida, no entanto ainda estad em desvantagem em

comparacdo a espectroscopia Raman que em uma Unica coleta fornece a
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concentracdo de proteinas, aminoacidos e PCR. Com base na literatura Raman
existente em Oncologia, sugere-se que pacientes oncolégicos humanos apresentam
maior concentracdo de aminoécidos fenilalanina e tirosina e com auséncia ou reducéo

de lipideos e carotenoides.

Tabela 7: Testes diagnosticos usados em Neoplasias comparando metodologia estatistica e taxa

de sucesso (%)

Teste de Diagnostico Metodologia Se Esp Ac
(%) (%) (%)

Leucemia juvenil espectrosc. Raman 99,0 57,0 66,0

humanos (A) PCA/PLS

Margem cirargica mama  SERS 73,08 98,32 N&o

cadelas (B) declarado

Neoplasia mama SERS/PCA-LDA 95,0 87,0 Nao

cadelas (C) declarado

Neoplasias geral Espec. Raman 76,0 81,0 78,0

caes (D) PCA/PLS

Neoplasias geral Citologia aspirativa 75,0 82,8 69,7

caes(E)

Neoplasias geral - 90,0

caes(F) Histopatologia

Margem cirdrgica mama  Imagem 71,0 76,0 Nao

humanos(G) Hiperespectral declarado

Leucemias humanos (H) Imunofenotipagem por 98,0
citometria de fluxo

Neoplasias geral Histopatol6gico por 97,6 100,0 98,2

humanos (1) congelamento

A (LIMA et al., 2022); B (MUNTEANU et al.,2017); C (VARGAS-OBIETA, 2016); D (Frediani et al.,
2023); E (CEFARO et al., 2006); F (BRAZ et al., 2016); G (SAHU et al., 2014); H (PIER, 2008); |
(SANTOS et al., 2014).

O presente estudo demonstrou que a espectroscopia Raman aplicada ao soro
de cdes tem o potencial de ser usada para o diagnostico de neoplasias em triagem e
rastreamento, precedendo a confirmacdo por exame histopatolégico apos o
diagndstico clinico, ou como acompanhamento para detec¢cdo de uma recidiva, pois
essa técnica 6ptica poderia oferecer precocidade no diagndéstico e, assim, otimizar os
protocolos uma analise

terapéuticos. Esse método O6ptico poderia fornecer

complementar na triagem precoce de alteracbes bioquimicas para auxiliar o
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diagnéstico nos grupos estudados. Este estudo observou que had um similaridade
biogquimica nos canceres dos animais, 0 que sugere que proteinas e aminoacidos
estardo alterados por ser a neoplasia uma doenca que se caracteriza por possuir
processos inflamatérios associados. Por ser um exame que poderia ser empregado
em triagem, € necessario o acompanhamento e posteriormente realizado exame
padrao-ouro caso confirme a doenca.

Os testes diagnosticos devem ser realizados concomitantemente com a
anamnese e a semiologia, maximizando as chances de assertividade no diagnostico e
sucesso no tratamento. A espectroscopia Raman se destaca por ser minimamente
invasiva, ndo necessidade de marcadores, sem preparacdo especifica da amostra e
usando apenas uma pequena quantidade de material biolégico (Hanlon et al., 2000)
facilitando seu uso potencial na medicina veterinaria (Birtoiu et al., 2016; Duarte, et
al., 2010; Munteanu et al., 2017) especialmente na analise de soro.

Uma vantagem da espectroscopia Raman aplicada ao diagndstico de doencas
neoplasicas € que ela pode detectar alteracBes precoces no tecido neoplasico
relacionadas as altera¢des bioquimicas (Birtoiu et al., 2016; Dukor, 2006; Gonzéalez-
Solis et al., 2014b, b; Melitto et al., 2022; Silveira et al., 2012), discriminando o grupo
ao qual o paciente pertence por meio de alteracdes biomoleculares pré-cancerosas
(Martinez-Espinosa et al., 2008) e auxiliando no acompanhamento terapéutico. No
entanto, ainda nao pode substituir a bidpsia histopatologica (padrdo-ouro), que

confere uma preciséo superior a 90% (Braz et al., 2016).

5.4. Perspectivas futuras

O presente estudo demonstrou potencial para demonstrou potencial para
fornecer uma analise complementar no rastreio precoce de alteragées bioquimicas e
auxiliar o diagndstico nos grupos estudados, identificando biomarcadores em fluidos
bioldgicos relacionados a neoplasias, como proteinas, aminoacidos, lipideos e PCR,
com significancia estatistica. O modelo sentinela canino poderia ser utilizado para
guiar estudos de oncologia comparativa.

Este método Optico poderia fornecer uma andlise complementar no rastreio
precoce de alteragBes bioguimicas e auxiliar o diagnéstico nos grupos estudados,
identificando biomarcadores em fluidos biologicos relacionados a neoplasias, como
proteinas, aminoacidos, lipideos e PCR, com significancia estatistica. O modelo

sentinela canino poderia ser utilizado para guiar estudos de oncologia comparativa.
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Recomenda-se que o0s exames diagnosticos sejam realizados
concomitantemente com a anamnese e exames clinicos, maximizando as chances de
sucesso no diagnaostico e tratamento, uma vez que apenas a citologia aspirativa (Braz
et al., 2016) que possui 69,7% de acuracia em relagdo a histopatologia, € um método
gue poderia competir com a espectroscopia Raman.

A espectroscopia Raman destaca-se pelo fato de ser realizada de forma mais
simplificada e minimamente invasiva de analise amostras de material biolégico de
tamanho pequeno (Hanlon et al., 2000). E um potencial exame analitico para ser
utilizada em medicina veterinaria (Birtoiu et al., 2016; Duarte et al., 2010; Munteanu et
al.,, 2017). Uma vantagem da técnica € a deteccdo precoce de alteracbes na
bioguimica de tecidos e fluidos relacionadas com as altera¢cfes neoplasicas (Birtoiu et
al., 2016; Gonzalez-Solis et al., 2014(a,b); Melitto et al., 2022; Silveira et al., 2012);
discriminando o grupo a que pertence o paciente através de alteracdes
biomoleculares pré-cancerigenas (Martinez-Espinosa et al.,, 2008) e auxiliando no
acompanhamento terapéutico (Harrys et al.,, 2010; Lima et al.,, 2022; Martinez-
Espinosa et al., 2008). No entanto, ainda ndo pode substituir a biépsia histopatolégica
(padréo-ouro), que fornece uma precisdo superior a 90% (Braz et al., 2016),
permitindo explorar em um futuro estudo com situacdes de manejo alimentar em
situacao controlada para melhor compreender as alteracdes espectrais no soro devido
a doenca neoplasica. Isso pode levar a reducdo de erros na classificacdo dos
pacientes e que permitam obter rmelhores resultados de acuracia do modelo de

discriminacao.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, a espectroscopia Raman, combinada com técnicas de andlise
estatistica multivariada PCA e regressao PLS, permitiram classificar os espectros da
diferenca entre as amostras de soro canino revelando a presenca de proteinas e
aminoacidos, especialmente albumina e fenilalanina, hemoglobina, PCR e
glucosamina que foram mais intensas no grupo Neoplasico. Foi utilizada como um
exame de triagem diagnostica identificando alteragbes bioquimicas em amostras de
soro de cdes com neoplasia em comparacdo com caes clinicamente saudaveis, que
permitiram classificar os espectros das amostras de soro nos grupos Saudaveis e
Neoplasico. O espectro de diferencas revelou a presenca de proteinas e aminoacidos,
especialmente albumina e fenilalanina, e que foi mais intensa no grupo Cancer,
enquanto os lipideos e triptofano foram mais intensos no grupo Saudavel. Estes
achados bioquimicos foram confirmados através da PCA, que identificou picos
sugestivos de aumento das concentracfes de proteinas e aminoacidos (Scorel/PCl e
Score3/PC3), reducdo dos lipideos (Score3/PC3 e Score7/PC7), aumento das
caracteristicas referentes a hemoglobina (Score4/PC4), e aumento da PCR e da
glucosamina (Score 7/PC7) no grupo Cancer.

Mudancas vibracionais ocorreram nas cadeias laterais de proteinas,
promovendo um desvio para o vermelho (“red shift”) dos picos dos aminoacidos com
anel aromatico em 621, 1003 e 1032 cm* (fenilalanina, triptofano e tirosina) no grupo
Neoplasico, o que pode estar relacionado com alteracbes conformacionais nas
proteinas e/ou ligac6es em locais préximos do anel aromatico. Enquanto os lipideos e
o triptofano foram mais intensos no grupo Saudavel.

Como modelo de classificacdo desenvolvido, foi obtido por regressao
multivariada PLS (PLS-DA) aplicado aos espectros Raman utilizando a validacdo
cruzada “deixe um de fora” (‘leave-one-out’) e a interpretagcdo do diagndstico
fornecido pelo modelo de classificagdo dos espectros nos grupos Saudavel e
Neoplasico, alcangando uma taxa de sucesso obtido por meio do espectro (“spectrum
wise”) com sensibilidade de 76%, especificidade de 81% e acuracia de 78%.

A espectroscopia Raman é uma ferramenta sem necessidade de marcadores,
minimamente invasiva, capaz de fornecer analises especificas e sensiveis sem a
necessidade de preparo de amostras, podendo ser utilizada como uma triagem de

diagnoéstico prévio a biopsia histopatoldgica, tendo o potencial de classificar animais
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saudaveis e com cancer, através das diferencas espectrais que estao relacionadas as
alteracdes bioquimicas presentes no soro. Assim, a espectroscopia Raman tem
potencial para classificar animais saudaveis daqueles com neoplasia, através das
diferencas espectrais que estéo relacionadas as alteracbes bioquimicas presentes no

Soro sanguineo.
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ANEXO A
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LAUREATE | NTERMATIOMAL LN VERSITIES

UNIVERSIDADE ANHEMBI MORUMBI
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
PARECER CONSUBSTANCIADO
Processo: 05001 /2021
Projeto recebido em: 17/05/2021
Resposta da ultima pendéncia recebida em: 22/09/2021
IDENTIFICAGAO:

Nome do(a) pesquisador(a): Daniela Franco Lopes Frediani

Nome do(s} orientador(es): Nidia Macedo
Projeto: Caracterizagao molecular de soro sanguineo de canis familiaris com
Neoplasias Glandulares analisados pela espectroscopia Raman no

infravermelho préoximo

Instituigao(es) envolvidas na realizagao do projeto:
Espécie animal utilizada: Caes
Numero de animais utilizados: 60

PROJETO DE PESQUISA:
1- As referéncias sao atualizadas e contém informag¢des suficientes para dar

continuidade aos experimentos no futuro.
2-Os beneficios a serem alcangados justificam a utilizagdo dos animais.
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3- Estudo com grande relevancia do tema na atualidade, na area de prevencao e
promogao de salde.

4-Os objetivos do projeto estao apresentados de forma clara.

5- Metodologia esta clara e bem descrita, porém com questionamentos, ver
abaixo.

6- TCLE compoe documentagao do projeto, porém precisa de pequena alteragao.
7- Fonte de financiamento ndo descrito no projeto.

8- Cronograma consta no projeto, porém sem precisar o ano.

PENDENCIAS Esclarecidas:

1-0 trabalho esta escrito em diferentes tempos verbais (passado, presente e
futuro). Definir CORRIGIDO

2 - Ajustar a formatagéo geral do trabalho. CORRIGIDO

3- Definir um “n" minimo estatistico entre os grupos controle e de
tratamento. Valores de “50 a 70 animais incluindo ambos os grupos” ndo ficou
claro. VALOR ESTIMADO, DESEJO 30 DE CADA GRUPO

4- Quais proteinas serdo avaliadas? (Proteinas Totais, Albumina, Globulinas ou
algum outro tipo proteico?) JA ESTAVA NO ITEM OBJETIVO POREM
ESPECIFIQUEI MAIS

5- Os acidos graxos foram citados nos objetivos mas ndo desenvolvidos no
projeto SIM ESPECIFIQUEI MAIS. ESTE LITEM FAZ PARTE DA ANALISE QUE
OUTROS AUTORES JA EFETUARAM. PORTANTO ESTA SIM NO QUE SERA
AVALIADO POIS DEFINE O ESTATUS DO PACIENTE A SER ANALISADO

6 — Definir raca, idade e sexo e estado reprodutivo do grupo tratamento. Se for
aleatério deve ser informado no projeto, assim como foi referido no grupo
controle. Estas informacdes podem ser melhor esclarecidas no item 3.1 do
projeto. CORRIGIDO

7 - Como havera a identificagao do paciente que entrara no grupo oncolégico?
Imagem, Citologia, Histopatolégico, etc? CORRIGIDO

8 - Havera diferenga entre tratamento para malignos e benignos? CORRIGIDO

9 - Sugere-se estipular apenas um tipo de neoplasia, por exemplo, tumores de
origem mamaria para compor o projeto de forma a chegar num grupo minimo de
estudo estatistico e minimizar as variaveis e viezes de resultado. ESTIMATIVA
PARA TUMOR SOLIDO EM BACO, FOI CORRIGIDO

Pendéncias: respondidas em 04 de agosto

1- Objetivo geral: Alertar a terminologia de paciente normais por higidos. Essas
proteinas ja estdo estabelecidas em pacientes vivos? Se ndo, um primeiro objetivo
é estabelecer o padrdo normal. E um segundo objetivo, avaliar o padrao alterado,
comparando-os. Separar em 2 objetivos: verificar e comparar. CORRIGIDO

2-Fundamentacao cientifica: ER detecta alteragbes em acido graxo, mas ira dosar
expressao proteica?

Pagina2 de 3

117




118

3-Matenais & métodos descrever como € feito o diagndstico tumoral; perfil de
idade e raca dos animais.

Os animais que compoem os diferentes grupos sao necessariamente 0s mesmos?
Ou seja, serdo acompanhados ao longo da doencga. sendo controles de si
mesmos?

Qual o n de cada qrupo? Como vai ser o tratamento clinico com viscum &lbum?
Isso & o objetivo especifico do trabalho. Mas nao esta descrito na metodologia.

Qual sera a analise eslatistica. CORRIGIDO

AVALIAGAO FINAL sobre todos os itens:
[ x ] APROVADO

[ ] Bom com pendéncias ~ deve ser revisto.
[ ]Inadequado - indeferido.

Senhor pesquisador, caso haja qualquer evento adverso, favor informar esta
comissao em até 24h.

LOCAL e DATA: Sao Paulo. 08 de novembro de 2021

ASSINATURA:

Ctna it

Profa. Dra. Tatiana Hellnstein
Coordenadora CEUA_UAM
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ANEXO B

Comparacao da capacidade da espectroscopia Raman dispersiva associada com analise estatistica multivariada em modelos de diagndstico para
diferentes doencas na literatura (Atkins, 2017; Bankapur et al., 2010; Barker; Rayens, 2003; Bergholt-Hassing, 2009; Dai et al., 2020; Dingari et
al., 2012; Duarte et al., 2010; Gogone et al., 2021; Gonzalez-Solis et al., 2014a; Gonzalez-Solis et al., 2014b; Harris et al., 2000; Hernandez et al.,
2013; Joberg et al., 2014; Lima et al., 2022; Lin; Koenig, 1976; Lopes et al., 2009; Managé et al., 2018; Martinez-Espinosa et al., 2008; Munteanu
et al., 2017; Nguyen; Rocke, 2002; Parachalil et al., 2019; Pichardo-Molina et al., 2007; Silva et al., 2006; Silva et al., 2018; Vargas-Obieta et al.,
2016). Foi demonstrado nos resultados da caracterizacdo de biomarcadores, que estes estdo em consonancia com os obtidos para outras
doencas utilizando a mesma técnica espectroscopica.

Autor e ano Amostra (soro/ | Espécie | Analise Descricdo da composi¢do | Tipo de diagnostico Principais Sensibilidade,
sanguef/tecido) exploratéria ou | ou diagnéstico resultados em | especificidade
classificagédo termos de | e acuracia
andlise
bioguimica
(compostos e
posicéo dos
picos)
LIN; KOENIG, | Soro Bovina Albumina 1658 cm?
1976
NGUYEN; Soro Humana | PLS
ROCKE, 2002
BARKER; Tecidos Humana | PLS
RAYENS, 2003
SILVA et al, | Plasma Humana Leucemia mieloide
2006
PICHARDOdo- | Soro Humana | Discriminag&o Proteinas amida, a- | Cancer mama 1439, 1453, | 97% SE
MOLINA et al., PCA/LDA hélice, fosfolipideos, C- 1663 cm? 78% ESP
2007 H, CH2
MARTINEZ- Soro Humana | PCA Diferenciar e discriminar
ESPINOSA et amostras de soro de
al., 2008 pacientes com leucemia de

amostras normais
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BERGHOLT- PLS PCR
HASSING, 2009
MARTINEZ- Humana | PCA
ESPINOSA et
al., 2009
LOPES et al., | Cultura Humana | PCA Reducéo de viabilidade de
2009 mitocbndria das células
tumorais em resposta ao
principio  ativo  Viscum
album
HARRIS et al., | Soro Humana | PLS Fenilalanina, amida |Ill, | Diagnostico de carcinoma 75% SE
2000 amida I, CHz e CHs de cabega e pescoco 75% ESP
BANKAPUR et Humana Hemoglobina 473, 490, 517,
al., 2010 545, 589, 620,
635, 860, 898,
936, 962, 1138,
cm?
DUARTE et al., | Soro Felina PLS Diagnéstico da 100% SE
2010 toxoplasmose em gatos 80% ESP
domésticos,
correlacionando as
imunoglobulinas presentes
no soro sanguineo
DINGARI et al., Humana Albumina
2012
HERNANDEZ et Humana Fenilalanina 621, 1003, 1032
al., 2013 cm?
GONZALEZ- Soro Humana | PCA Triptofano e fosfolipideos; | Cancer do colo de utero, | 1338; 1447; | 87% SE
SOLIS et al., lipideos; caroteno; | pré-cancerosos e | 1523; 1556; | 100% ESP
20142 triptofano; Tirosina; | saudaveis 1587; 1603; | 93% AC
fenilalanina; fosfolipideos 1654 cm?
e amida |; picos de
carotenoides mais

intensos em pacientes
normais em comparacao
com os neoplasicos
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GONZALEZ- Soro Humana | Classificacdo Controle x leucemia e tipos 100% SE
SOLiS et al., PCA de leucemia 100% ESP
2014b
SJOBERG et Humana | PCA
al., 2014
VARGAS- Soro Humana | Discriminacéo Discriminagéo SERS, 96%SE
OBIETA et al., PCA-LDA PCA-LDS 87% ESP
2016
MUNTEANU et | Tecido Canina | PCA Carotenoides em tecido | Diagnésticos em margem
al., 2017 benigno cirdrgica de  tumores
mamarios de caes
ATKINS, 2017 PCA
DA SILVA et al., | Soro Humana | Analise Diferenciacdo espectral de 97,1% SE
2018 exploratéria via amostras  saudaveis e 95,7% ESP
PCA e leucémicas de plasma
classificacdo via humano
PLS
MANAGO et al., Humana | PCA
2018
PARACHALIL et Humana
al., 2019
DAl et al., 2020 Humana
Gogone et al., | Tecido de | Suina Discriminagéo Acidos nucleicos, | Identificar biomarcadores | 1064, 1098, | 95,55 SE
2021 testiculo PCA-LDA proteinas e arginina moleculares de infeccdo | 1126, 1171, | 97,7% ESP
de PPV ou PCV2 através | 1306, 1447, | 99,97% ACU
da microespectroscopia | 1605, 1655 cm-!
Raman
LIMA et al, Humana Fenilalanina, tirosina e | Discriminar amostras | 619, 640, 1004, | 99% SE
2022 triptofano normais de amostras de | 852, 1452, 1659 | 57% ESP
cancer leucémico e ndo | cm? 66% ACU

leucémico




