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RESUMO 

A oncologia comparativa é um campo emergente interdisciplinar que busca analisar 

os riscos do desenvolvimento do câncer através da semelhança genômica entre 

humanos e cães, usando-os como sentinela investigativa de neoplasias em 

comparação aos modelos em roedores. A finalidade do diagnóstico clínico é 

determinar com eficiência a presença da doença, para uma intervenção adequada. A 

espectroscopia Raman pode auxiliar o diagnóstico 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 estatísticos multivariados (análise de componente 

principal – PCA e regressão por mínimos quadrados parciais – PLS) como uma 

ferramenta de triagem de pacientes portadores de neoplasias por meio das diferenças 

espectrais em amostras de soro de 61 cães (31 clinicamente saudáveis e 30 com 

câncer). Foram relacionadas as diferenças entre as alterações bioquímicas e a 

análise discriminante dos espectros das amostras com um modelo de discriminação 

baseado em PLS (PLS-DA), permitindo a separação das amostras em grupo 

Saudável e grupo neoplásico. As amostras foram submetidas à espectroscopia 

Raman (espectrômetro dispersivo com 830 nm e 350 mW de excitação acoplado a um 

cabo de fibras ópticas – sonda Raman), com tempo de coleta cada espectro de 30 s. 

A análise exploratória das amostras por PCA evidenciou componentes principais com 

picos específicos atribuídos a aminoácidos, proteínas e lipídeos em 1132, 1342, 1368 

e 1453 cm-1 (albumina e fenilalanina), com intensidade maior no grupo Neoplásico. Os 

espectros das amostras de soro dos grupos Saudável e Neoplásico foram modelados 

por PLS-DA utilizando a validação cruzada “leave-one-out”, identificando variáveis 

latentes com capacidade de classificar os espectros em um dos grupos Saudável ou 

Neoplásico. Os modelos de classificação dos espectros de soro interpretados “por 

paciente” (“patient-wise”) obtiveram acurácia de 77%, sensibilidade de 77% e 

especificidade de 77%, que foi superior em comparação à classificação “por espectro” 

(“spectrum-wise”), este último apresentaram acurácia de 78%, sensibilidade de 76% e 

especificidade de 81%. A espectroscopia Raman pode se tornar uma ferramenta de 

diagnóstico laboratorial com potencial para a diferenciação de animais saudáveis e 

com neoplasia através das diferenças espectrais relacionadas às alterações 

bioquímicas presentes nas amostras.  

  

Palavras-chave: neoplasias, biomarcadores tumorais, soro sanguíneo, análise 

discriminante, análise de componentes principais, regressão por mínimos quadrados 

parciais, espectroscopia Raman. 
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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-

1 (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. INTRODUÇÃO 

 

A oncologia comparativa é um campo emergente interdisciplinar que busca 

analisar os riscos do desenvolvimento de neoplasias por meio das semelhanças 

genômicas entre humanos e cães, usando-os como sentinela investigativa do câncer 

em comparação aos modelos em cobaias. Nos EUA, verificou-se que cerca de 1,66 

milhão de humanos e mais de 4,2 milhões de cães são diagnosticados com câncer 

anualmente (Schiffman; Breen, 2015). A ocorrência de neoplasias em cães os torna 

modelos adequados para o estudo da gênese tumoral em humanos, pois possuem a 

particularidade de desenvolverem neoplasias espontâneas (Gardner et al., 2016; 

Pinello et al., 2022; Reif, 2011), apresentação clínica, fisiopatológica e genômica 

muito semelhantes principalmente no que diz respeito às linhagens germinativas 

(Schiffman; Breen, 2015), permitindo que os cães se encontrem em uma posição 

única para refletir melhor o desenvolvimento e a progressão da neoplasia do que os 

modelos tradicionais de roedores. 

Os desafios na área de pesquisa oncológica não se concentram apenas em 

terapias efetivas, mas na precocidade de detecção de uma mudança morfológica, 

molecular ou bioquímica que permita apontar para um diagnóstico precoce e seguro. 

O efeito Raman foi verificado experimentalmente em 1928 pelo físico indiano C. 

V. Raman, e publicado no “Indian Journal of Physics”. Seu artigo demonstrou 

resultados que comprovavam a existência do efeito de espalhamento inelástico (mais 

tarde nomeado espalhamento Raman), propondo que este efeito seria similar ao 

espalhamento observado por Compton na região de raio-X (Campion, 2001). O efeito 

ocorre devido à troca de energia entre uma molécula e a luz incidente, onde os fótons 

podem ser absorvidos ou espalhados. A maior parte da luz espalhada tem o mesmo 

comprimento de onda da luz incidida, porém uma pequena fração da luz incidente 

interage com a molécula de formas diferentes a excitação (Hanlon et al., 2000), 

dependendo do estado vibracional de suas ligações químicas e da polarizabilidade, 

que após o processamento dos sinais, geram um número de picos conhecidos por 

espectros Raman, onde linhas espectrais são obtidas em função das frequências 

vibracionais denominadas deslocamentos Raman (“Raman shifts”) que são expressas 

em unidade de metro recíproco (cm-1) (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 diferenças na composição bioquímica de soro de cães clinicamente 

saudáveis e cães com diagnóstico de Neoplasia e desenvolver um modelo de 

classificação usando as diferenças observadas nos espectros Raman com o intuito de 

verificar a viabilidade da espectroscopia Raman como método de triagem diagnóstica 

de neoplasias em cães utilizando amostras de soro.  

 

1.2. Objetivos específicos 

– Identificar os picos Raman que possibilitem a diferenciação entre cães 

saudáveis de cães com neoplasia diagnosticados por meio da biópsia histopatológica, 

raio-X, ultrassonografia, tomografia computadorizada e correlacionar estes picos da 

diferença entre os grupos Saudável e Neoplásico com a composição bioquímica do 

soro, conforme a literatura; 

– Aplicar a análise estatística multivariada utilizando a análise exploratória de 

componente principal (PCA) para extração de características espectrais relevantes do 

conjunto de dados e identificar as diferenças por meio dos picos proteínas, 

aminoácidos e lipídeos nos grupos Saudáveis e Neoplásico, demonstrando a 

semelhança destes picos com os apresentados no espectro da diferença Saudável e 

Neoplásico; 

– Identificar os marcadores bioquímicos (aminoácidos, proteínas e lipídeos) nos 

espectros Raman relacionados a neoplasias no soro de cães com diagnóstico de 

câncer comparativamente aos clinicamente saudáveis;  

– Utilizar um modelo de análise discriminante por regressão por mínimos 

quadrados parciais (PLS-DA) através do método de validação cruzada “deixe um de 

fora” (“leave-one-out”) que identifique as variáveis latentes com capacidade de 

classificar e discriminar os espectros em cada um dos grupos Saudável ou Neoplásico 

com a maior acurácia possível, e comparar a classificação dos espectros do soro por 

meio da interpretação da classificação como “por espectro” (“spectrum-wise”) ou “por 

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

A hipótese do estudo é que alterações na composição bioquímica do soro 

sanguíneo de cães diagnosticados com neoplasias através do diagnóstico clínico, 

análise histopatológica e técnicas de imagem (grupo Neoplásico) em comparação 

com o grupo de cães clinicamente saudáveis (grupo Saudável) podem ser 

identificadas por meio da espectroscopia Raman associada a estatística multivariada. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. As Neoplasias em mamíferos 

O câncer (do grego “karkinus” – caranguejo) foi um termo utilizado por 

Hipócrates (460-370 a.C.) relacionadas a lesões ulcerosas e endurecidas que se 

desenvolve rapidamente se estiverem ligadas a veias calibrosas (Sontang, 1984). Seu 

sinônimo é o tumor e está relacionado a aumento de volume, usando como sinal 

cardinal a inflamação que representa um componente fundamental do microambiente 

tumoral, sendo responsável por mediar a rede de comunicação biológica e o fluxo de 

sinalização molecular, que caracterizam o tecido neoplásico (Figueiredo, 2019). O 

câncer já existia na Terra mesmo antes do aparecimento do homem, como 

comprovam os achados paleontológicos de tumores em animais (Hadju, 2011; Mitrus 

et al., 2012). A primeira descrição do câncer humano pode ser encontrada no Papiro 

de Edwin Smith, datado de 3000 a.C. que ilustrava um caso de câncer de mama. 

Outras provas documentadas incluem o Papiro de Ebers, datado de 1500 a.C. que 

descreveu vários tipos de tumores relativos à pele, útero, estômago e reto (Hadju, 

2011). 

O fenômeno biológico que envolve a gênese tumoral onde as células saudáveis 

se transformam em cancerígenas é objeto de permanente debate e pesquisa na 

comunidade científica, sendo cercada de paradoxos (Baker; Rayens, 2007; 

Sonneschein; Soto, 2014), pois não há uma teoria unificadora e que traga com 

clareza a sua origem, o que em grande parte justifica a dificuldade em se reduzir a 

taxa de mortalidade do câncer (Seyfried; Shelton, 2010). A partir do século XX, 

iniciaram-se pesquisas dos fatores que poderiam determinar o predomínio da 

enfermidade, relacionando-a a um conjunto de mais de 100 doenças que promovem 

múltiplas alterações na fisiologia celular, sendo que nos tipos benignos é promovido o 

crescimento desordenado das células, porém sem indiferenciação 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 regiões do corpo e 

evoluindo para mestástases (INCA, 2010). 

 

2.1.1. Fisiopatologia das neoplasias 

Em 1887, seguindo os passos de Claude Bernard, o médico Domingos José 

Freire Jr., professor de química orgânica na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, 
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anunciou a descoberta de um micróbio que causaria o câncer. Isto ocorreu a partir de 

amostras de tumores de humanos que foram inoculadas em animais e posteriormente 

desenvolveram tumores similares aos das pessoas. As análises dos tecidos dos 

animais confirmavam suas conclusões, muito similares às que o Dr. Ernest Scheurlen 

(Alemanha) demonstrou em humanos (Fioravante, 2019). 

A teoria genética do câncer originou-se primariamente com Theodor Boveri 

(1914), sugerindo que o câncer poderia iniciar a partir de defeitos na segregação dos 

cromossomos durante a divisão celular (Hardy et al., 2005), em conjunto com uma 

instabilidade cromossômica 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 à 

corrente etiológica da genética, afirmando que o ápice biológico dos sintomas 

decorrentes das mutações no núcleo resultaria em neoplasia. 

A partir dos anos 90, surge uma linha de pesquisa que atribui ao câncer ser 

uma doença de múltiplas alterações que afetam a saúde das células e tecidos, e que 

pode resultar em tumores malignos (Seyfried; Shelton, 2010; Tarin, 2008), 

associando-o a uma doença metabólica. Do ponto de vista metabólico, a doença 

implica em distúrbios na produção de energia por meio da respiração e da 

fermentação (Seyfried et al., 2014), demonstrando a atenção ao metabolismo. Em 

associação ao estilo de vida, com exposição crônica às toxinas, pode levar às 

inflamações crônicas, imunossupressão e desequilíbrios hormonais na membrana 

citoplasmática (Seyfried; Shelton, 2010), e que secundariamente promovem mutações 

progressivas e irreversíveis no genoma, acionando oncogenes que controlam as vias 

de sinalização para diferenciação, apoptose e metástases (Loeb, 2001; Schiffman; 

Breen, 2015; Seyfried; Shelton, 2010; Szent-Györgyl, 1977).  

Seyfried et al. (2014), em sua meta-análise, elucidou ambas as posturas, 

Boveri considerando a aneuploidia na origem do câncer e Von Hansemann 

considerando o comportamento cromossômico anormal em tumores como um efeito e 

não como uma causa da doença (Hardy et al., 2005).  



 21 

 

Figura 1: Diagrama da tumorigênese celular, demonstrando o papel fundamental da 

mitocôndria no processo de origem neoplásica. Fonte: Adaptado de Seyfried (2010). 

 

A tumorigenicidade é aumentada quando os núcleos de células não 

tumorigênicas são 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 não de defeitos no núcleo, devido ao excesso de ácido nucleico de 

ribose no citoplasma, determinando uma produção mais rápida de proteínas, uma 

divisão mais rápida de células e núcleos (Darlington, 1948) e as mutações no mtDNA 

(mitocôndria do ácido desoxirribonucleico) que preenchem todos os critérios 

esperados para mutações patogênicas envolvidos especialmente na etiologia do 

câncer de próstata (Petros et al., 2005).  

As mutações nos genes mitocondriais codificados pelo DNA nuclear (nDNA) 

também têm sido associadas ao câncer, consistentes com uma etiologia mitocondrial 

e epigenética com repercussão dependente de espécies reativas de oxigênio (EROS) 

e da glicólise aeróbica, característica comum de neoplasias sólidos, o que Warburg 

observou há mais de 70 anos (Xu et al., 2021).  

Seyfried; Shelton (2010) sugeriu que as neoplasias não se originam apenas de 

defeitos genômicos nucleares; as mitocôndrias normais podem suprimir a 

tumorigênese conforme demonstrados na Figura 1, onde o diagrama celular 

demonstra a comparação dos núcleos de células neoplásicas com as células 

saudáveis. Foi possível observar o papel do núcleo e das mitocôndrias na origem das 

neoplasias resumindo a evidência experimental do domínio das mitocôndrias na 

origem da tumorigênese, 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 respiração normais; o vermelho (Figura 1, diagrama 
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2) indicam células neoplásicas com morfologia mitocondrial e nuclear anormal, 

respiração anormal e instabilidade genômica. Uma célula com um núcleo neoplásicol 

em um citoplasma normal, pode gerar células normais com anormalidades genômicas 

associadas à neoplasias (Figura 1, diagrama 3), a origem neoplásica ocorre em 

células de núcleo normal, mas com citoplasma neoplásico 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 é um campo transdisciplinar em crescimento que 

aproveita os dados de estudos do câncer em animais de companhia, adicionando 

evidências para apoiar uma patogênese compartilhada entre humanos e cães, 

determinando sua relevância (Figura 2) já que a incidênia de câncer nesses animais é 

alta e sua população também é três vezes maior que a humana. 

 

Figura 2: Diagnósticos anuais de neoplasia em humanos e cães, demonstrando a incidência 

de neoplasias nesses animais é alta e sua população também é três vezes maior que a 

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

 

A cultura de criatórios caninos estimulada pela sociedade mercantilista 

propiciou o surgimento de um modelo de alto risco para doenças específicas em cães 

de raça devido à consanguinidade proveniente da genética restrita (Davis; Ostrander, 

2014; Dobson et al., 2002). A variação genética restrita pode levar a uma vida mais 



 23 

curta e um aumento do risco de desenvolverem câncer, o que segundo Schiffman; 

Breen (2015), pode ser aproveitado para acelerar o processo de descoberta do gene 

do câncer com uma perspectiva comparativa, facilitando avaliações e abordagens no 

diagnóstico, prevenção e tratamento em humanos.  

A predisposição genética à neoplasias em humanos também foi encontrada no 

DNA de cães, como por exemplo, os genes BRCA-1 e BRCA-2 de câncer de mama e 

ovário relacionados a mutações germinativas para vários tipos de neoplasias (Borges 

et al., 2015; Engingler et al., 2014; Schiffman; Breen, 2015; Veldohen, 1999). Da 

mesma forma, o gene supressor TP-53 é responsável pela checagem do ciclo celular, 

apoptose, senescência, reparo do DNA, diferenciação e desenvolvimento celular 

(Veldohen et al., 1999), que também ocorrem em humanos com história familiar de 

neoplasias ou que tiveram mais de uma neoplasia. As mutações de linhagem 

germinativa são 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 prevenção nos mamíferos 

(Boddy et al., 2020; Schiffman; Breen, 2015).  

A valorização científica da pesquisa comparativa e translacional beneficia 

ambas as espécies uma vez que os animais de companhia, como cães, podem ser 

usados para avaliar novos biomarcadores correlacionando com estudos pré-clínicos 

clássicos em roedores ou em testes de neoplasias de humanos (Sultan; Ganaie, 

2018) antes do uso clínico. Modelos de pesquisa com cães têm sido empregados em 

numerosos estudos na Universidade Nacional de Seul, na Coreia do Sul, com o 

objetivo de analisar semelhanças e diferenças entre muitos tipos de neoplasias que já 

se sabe que podem ocorrer espontaneamente em caninos e humanos. Isto resulta em 

um crescimento substancial na investigação comparativa em oncologia, fornecendo 

aos cães um acesso a tratamentos oncológicos 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 câncer em seu homólogo homem 

encontra similaridade na sua forma de apresentação clínica, histológica, perfil 

molecular de resposta e resistência às drogas, bem como desenvolvimento 

metastático (Pinello et al., 2022; Reif, 2011). A incorporação de cães em estudos pré-

clínicos de oncologia influenciou distintamente os resultados obtidos com outros 
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modelos animais, promovendo uma valiosa interpretação das relações 

farmacocinéticas/farmacodinâmicas, dose/regime, além das toxicidades clínicas.  

Os modelos de neoplasias realizados em ratos têm limitações 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 câncer humano realizados com camundongos 

geralmente carecem de redes genéticas e interações que sejam responsáveis pelos 

tumores quando desenvolvidos em humanos. 

Provavelmente por estarem tão próximos e por compartilhar o mesmo ambiente 

dos humanos, os animais podem acidentalmente sofrer exposição aos mesmos 

fatores de risco classificados pela Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer 

(Tomatis, 1976; De Biase et al., 2023, Oh; Cho, 2023) como exemplo as radiações, 

intoxicações químicas por metais pesados, agentes biológicos e hormônios (Grosse et 

al., 2019; Szenti-Györgyl, 1977) e desenvolver naturalmente o câncer, servindo de 

sentinelas epidemiológicas ou etiológicas para os padrões de mudança de 

desenvolvimento de câncer observados em humanos (de Biase et al., 2023; Kelsey et 

al., 1998). 

Paoloni; Khanna (2008), em uma revisão de literatura, examinaram assinaturas 

epigenéticas de neoplasias que são partilhadas em cães e humanos, dado que as 

regiões reguladoras não codificantes dos genomas caninos são mais semelhantes 

aos genomas humanos do que os genomas dos ratos. As comparações genômicas e 

epigenômicas entre tecidos de diferentes espécies também revelaram que o mapa da 

cromatina se sobrepõe mais entre caninos e humanos (~40–50%) do que entre 

camundongos e humanos (~10–20%). Assim, as alterações 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 confiáveis quando se 

comparam aspectos genéticos e epigenéticos em neoplasias de cães e humanos. O 

desenvolvimento de neoplasias também está ligado à idade, dieta, sexo, às condições 

domésticas e exposição à poluição. A toxicocinética varia de acordo com a exposição, 

mecanismos carcinogênicos e a defesa individual do hospedeiro, associados às 

alterações moleculares irreversíveis como mutação genética, alteração de padrões de 

metilação 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 tumorigênese do câncer de mama humano com caninos da 

raça Springer Spaniel inglês são demonstrados na Tabela 1 (Oh; Cho, 2023). Foram 

examinadas assinaturas epigenéticas que são partilhadas no câncer em cães e 

humanos e que as regiões reguladoras não codificantes dos genomas caninos são 

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

Khanna, 2008). 

 

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

Tipos de 
neoplasias 

Recursos de 
alteração 

Biomarcadores em 
humanos 

Biomarcadores em caninos 

Neoplasia de 
mama 

Via de sinalização Sinalização PI3K – AKT Sinalização PI3K – AKT 

Sinalização WNT – β-
catenina 

Sinalização WNT – β-
catenina 

Sinalização ERK Sinalização ERK 

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

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

Nível molecular 
(mutação e/ou 
perda/ganho) 

Mutações em PIK3CA Mutação PIK3CA 
(A3140G) 

ESR1, BRCA2 ESR1 e BRCA2 

CDKN2A, PTEN, CDH1, 
TP53, CSMD1 e PSD3 

CDKN2A, PTEN, CDH1, 
TP53, CSMD1 e PSD3 

Mucina-1 Mucina-1 

BRCA1, IGF2R, FOXC2, 
DLG2 e USH2A 

BRCA1, IGF2R, FOXC2, 
DLG2 e USH2A 

POLD1 POLD1 

MDM2, AKT3  

Neoplasia de 
próstata 

Nível molecular 
(mutação e/ou 
perda/ganho) 

MDM2, PTEN, TP53, 
CTNNB1, CDH1 e ZBTB4 

MDM2, PTEN, TP53, 
CTNNB1, CDH1 e ZBTB4 

AURCA ATM, BRCA1 e MEN1 
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Tipos de 
neoplasias 

Recursos de 
alteração 

Biomarcadores em 
humanos 

Biomarcadores em caninos 

NKX3.1, perda de PTEN CDKN1B, NKX3.1, PTEN 

 AR, TMPRSS2-ERG, 
TMPRSS2-ETV5 

Neoplasia de 
pulmão 

Nível molecular 
(mutação e/ou 
perda/ganho) 

EGFR e ALK Mutação HER2V659E 

TP53, PTEN, SMAD4, 
KRAS, BVS e HRAS 

TP53, PTEN, SMAD4, 
KRAS, BVS e HRAS 

 Receptor de tirosina 
quinase (TKR) 

Neoplasia de 
bexiga 

Nível molecular 
(mutação e/ou 
perda/ganho) 

Mutação BRAFV600E Mutações em BRAFV595E, 
FAM133B, RAB3GAP2 e 

ANKRD52 

EGFR, HER2, CDKN2A, 
CDKN2B, PIK3CA, 

BRCA2 e NF-kβ 

EGFR, HER2, CDKN2A, 
CDKN2B, PIK3CA, BRCA2 

e NF-kβ 

Glioma Via de sinalização Sinalização 
RTK/RAS/PI3K 

Sinalização RTK/RAS/PI3K 

Sinalização RB Sinalização RB 

Sinalização p53 Sinalização p53 

Nível molecular 
(mutação e/ou 
perda/ganho) 

Metilação do promotor 
MGMT 

CDKN2A e CDKN2B 

IDH1 ou IDH2 PDGFRA 

Codeleção dos 
cromossomos 1p e 19q 

 

Melanoma Via de sinalização Sinalização PI3K – AKT Sinalização PI3K – AKT 

NF1, BRAF e KIT NF1, BRAF e KIT 

PD-L1 PD-L1 

 Membros da família RAS 

 TP53, PTEN, MYC, MDM2 
e CDKN2A164–168 
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Tipos de 
neoplasias 

Recursos de 
alteração 

Biomarcadores em 
humanos 

Biomarcadores em caninos 

Linfoma Via de sinalização Via NF-kβ Via NF-kβ 

Nível molecular 
(mutação e/ou 
perda/ganho) 

 CD28, ABCA5, CCDC3 e 
SMOC2 

Leucemia Nível molecular 
(mutação e/ou 
perda/ganho) 

Translocação de tirosina 
quinase 

Translocação de tirosina 
quinase 

RB1 RB1 

 c-KIT 

Fonte: adaptado de Oh; Cho (2023). 

 

As vias bioquímicas específicas que são determinantes em neoplasia humanos 

são frequentemente observadas nos caninos, oferecendo a oportunidade de visualizar 

esses mecanismos nos cães e permitir uma avaliação pré-clínica precisa de novas 

terapêuticas (Gardner et al., 2016). Grande parte das neoplasias em animais 

domésticos são assintomáticas e pode passar despercebidas, o que pode dificultar o 

diagnóstico precoce se considerarmos o padrão-ouro (histopatológico) como única 

forma de diagnóstico, por isso é necessário 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 mamíferos (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 

às alterações em genes relacionados às neoplasias. O reparo do DNA e a apoptose 

foram comparados em linfócitos do sangue periférico de elefantes e humanos, os 

quais demonstraram que os elefantes possuem uma mortalidade associada às 

neoplasias de 4,81% em comparação a uma taxa de 11-25% em humanos. A 

conclusão sugere que, em comparação às demais espécies, os elefantes têm uma 

taxa de neoplasias inferior ao esperado, potencialmente relacionada com o gene 

TP53, que está em maior quantidade; portanto, em comparação com as células 

humanas, as células dos elefantes demonstraram uma resposta apoptótica 

aumentada após danos no DNA. 
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Outras espécies de animais também poderiam ser utilizadas como sentinelas, 

oferecendo oportunidades únicas para compreender melhor os processos universais 

envolvidos na tumorigênese, como o caso de mamíferos marinhos que possuem uma 

expectativa de vida suficiente para avaliar a saúde dos oceanos do mundo e para 

permitir a avaliação do desenvolvimento de inúmeras doenças crônicas, incluindo 

câncer tendo em vista que o número de animais diagnosticados com câncer tem 

aumentado nos últimos 30 anos (Browning et al., 2015; Dierauf; Gulland, 2001). 

Em lados opostos ao risco de desenvolver neoplasias estão os morcegos, que 

parecem estar mais vulneráveis às neoplasias e os elefantes, que parecem estar mais 

protegidos do câncer (Caulin; Maley, 2011; Roche et al., 2012). Ambos fizeram parte 

de estudos para explicar a base molecular desse fenômeno conhecido como 

paradoxo de Peto (animais grandes e de vida longa que parecem ser resistentes ao 

câncer) (Caulin et al., 2015; Dang, 2015; Noble et al., 2015; Peto et al., 1975).  

A comparação entre humanos e elefantes demonstrou que os 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 epidemiológica, a maior prevalência de neoplasia ocorre em elefantes 

fêmea, que também com o avanço da idade se tornam mais propensas a desenvolver 

lesões uterinas (Pessier et al., 2016), sugerindo que os crescimentos benignos ou 

leiomiomas (miomas) de elefantes fêmeas, são 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 está representada a frequência de mortes relacionadas à 

neoplasias em humanos e cães, em que aproximadamente 50% de todas as mortes 

por neoplasias em humanos nos EUA a cada ano são consequência de quatro tipos 

de câncer, dois dos quais são comuns a mulheres (Figura 3A) e (Figura 3B) homens 

em comparação aos cães (Figura 3C), declarados pela pela american cancer society 

(Schiffman; Breen, 2015; Smith et al., 2015).  
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Figura 3: Frequência de mortes relacionadas à neoplasias em humanos e cães. Fonte: 

Adaptado de Schiffman; Breen (2015). 

 

O hemangiosarcoma (HSA) em cães constitui um sarcoma de tecido mole, e se 

origina no endotélio do baço (50-60%) (Brown et al., 1985; Day et al., 1995), seguido 

do átrio direito (3-25%), tecido subcutâneo (13-17%) e fígado (5-6%) (Fighera et al., 

2008; Moroz; Schweigert, 2007; Silveira et al., 2012), constituindo a principal causa de 

neoplasias esplênicas nos cães (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 não é bem 

esclarecida, no entanto diversas causas são consideradas, como a predisposição 

genética, substâncias químicas, radiação ionizante, oncovírus, utilização de vacinas 

ou medicamentos (Santos et al., 2016), exposição prolongada dos cães a fumaça 

proveniente do tabaco (Berselli, 2011), entre outros. Os sinais clínicos do HSA em 

cães são inespecíficos, contudo, variam de acordo com a localização do tumor, com 

nódulos de tamanhos variados, multicêntricos, com crescimento rápido e infiltrativo 

(Vail et al., 2020). Notavelmente como em humanos, os tumores nos cães são 

indolentes e permanecem indetectáveis e sem sintomas até a ruptura. O cão pode 

sofrer hemorragia interna, ocasionando a morte. O HSA pode afetar qualquer raça, 

porém, raças como Boxer, Pastor Alemão, Golden Retriever, Retriever do Labrador, 

Skye Terrier, Pastor Australiano e Cão d’Água português (Schiffman; Breen, 2015).  

Por ser um órgão com inúmeras atividades, o baço se torna alvo de doenças 

inflamatórias, hiperplásicas e neoplasias benignas, malignas e metástases (Nyland et 

al., 2002) e tem sido estudado exaustivamente em humanos e cães (Young et al., 

(2010) apesar de não ser citado no estudo de Schiffmann; Breen (2015). 

No estudo elaborado por Boddy et al. (2020), após analisar 37 espécies de 

animais no zoológico de San Diego, CA, EUA, não foi encontrada nenhuma relação 

entre a prevalência de câncer e longevidade e/ou tamanho, contudo, foi encontrada 
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uma relação positiva significativa entre o tamanho da ninhada e a prevalência de 

câncer. 

A identificação de novos biomarcadores para neoplasiar em humano e a 

descoberta de novos candidatos às terapêuticas oncológicas são essenciais para 

superar os principais obstáculos à melhoria das terapias existentes. Para a prevenção 

do câncer, além da alimentação saudável balanceada proporcionada pela nutrologia, 

de estilo de vida e exercícios regulares, destaca-se a importância da investigação 

comparativa relacionada à ocorrência natural do câncer em cães que compartilham do 

mesmo estilo de vida com humanos, demonstrados pela atuação genética e 

epigenética observados na Figura 4. 

 

 

Figura 4: Diagrama esquemático 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 à “população” e logia a “estudo”. Esta disciplina estuda a distribuição 

das várias formas de neoplasias na população, a observação e a análise das 
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variações de sua ocorrência em diferentes grupos ou comunidades e os fatores de 

risco associados e aplicando os estudos observacionais de neoplasias, comparações 

com as diferentes populações, espécies, centros de saúde e registros de câncer 

(Tedardi et al., 2015).  

O Instituto Nacional de Câncer (INCA) é o responsável pelo registro 

epidemiológico e a classificação dos tipos de neoplasias não hematológicos e 

hematológicos (leucemia, linfoma e mieloma) em humanos. A taxa ajustada de 

incidência de neoplasias foi 19% maior em homens (222 por 100 mil habitantes) do 

que em mulheres (186 por 100 mil habitantes), variando entre as diferentes regiões do 

Brasil. As neoplasias são uma das principais causas de morte na população humana 

e é considerado um problema de saúde pública global mais significativo do século XXI 

(INCA, 2023). 

 

2.1.4. Epidemiologia das neoplasias em animais 

Um estudo retrospectivo de necropsia de 2.002 cães relatou que 45% dos cães 

com 10 anos de idade ou mais e 23% dos cães de todas as idades morreram de 

câncer, tornando-o uma das principais causas de morte nesta espécie (Bronson, 

1982).  

Em 2004, foi lançado no Centro Nacional de Câncer (“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 biorrepositório de tecidos e sangue de cães com câncer para decodificar 

seus genes e conduzir pesquisas (Oh; Cho, 2023).  

A incidência global estimada de neoplasia maligna em animais de companhia 

varia de aproximadamente 381 a 852 por 100.000 cães (Dorn, 1968; Reid-Smith, 

2000; Dobson et al., 2002).  

Dados do registro de tumores em animais de Gênova (Itália) estimaram que a 

incidência de neoplasias em cães possa variar de 99,3 a 272,1 por 100.000 cães 

(Merlo et al., 2008) e esses dados são compatíveis com a incidência estimada de 

neoplasias em humanos relatados pelo programa SEER do Instituto Nacional de 

Câncer. 

Davis; Ostrander (2014) demonstraram que 1 milhão em cada 77 milhões de 

cães nos Estados Unidos desenvolvem neoplasias a cada ano; 50% delas em caninos 
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ocorrem em animais com 10 ou mais anos de idade e há a chance de um quarto de 

todos os cães desenvolver a doença durante a sua vida.  

Schiffman; Breen (2015) após uma pesquisa extensa, relataram a dificuldade 

em se obter números precisos de animais acometidos, sugerindo que quase 60% dos 

estimados 1.500.000 pacientes são diagnosticados com neoplasias malignas tipo 

sarcoma e carcinoma. Este dado demonstrou que houve um aumento importante, 

apontando cerca de 1,66 milhão de humanos (taxa de aproximadamente 500/100.000 

habitantes) e mais de 4,2 milhões de cães (taxa de aproximadamente 5300/100.000 

cães) são diagnosticados com neoplasias anualmente nos EUA. A incidência geral 

estimada de neoplasia maligna em animais de companhia varia de aproximadamente 

381 a 852 por 100.000 cães (Dorn et al., 1968).  

As vigilâncias epidemiológicas associadas aos cuidados de prevenção indicam 

que os cães estão em segundo lugar após os humanos do ponto de vista de 

incidência mórbida, conforme já relatado acima, pois os cães de companhia partilham 

o mesmo ambiente de vida que os seus tutores e servem potencialmente de 

sentinelas epidemiológicas ou etiológicas para os padrões variáveis de 

desenvolvimento de neoplasias observados nos seres humanos (Kelsey et al., 1998). 

Nos últimos 15 anos, as investigações científicas em oncologia veterinária estão 

orientadas para exames genéticos, que promovam melhores diagnósticos orientando 

para terapias mais eficazes (Schiffman; Breen, 2015). No entanto, quantificar a 

prevalência de neoplasias e mortes relacionadas a elas em animais têm se 

concentrado em estudos de casos individuais (American Veterinary Medical 

Association, 2022; Ostrander; Franklin, 2012), dificultando a capacidade de quantificar 

a ocorrência em animais (Schiffman; Breen, 2015).  

Na Medicina Veterinária, devido a não obrigatoriedade de notificação, os 

registros de neoplasias têm sido esporádicos, de curta duração pela falta de 

comunicação e colaboração relacionados à incidência de diferentes tipos de câncer 

em animais de companhia em qualquer lugar do mundo (Bronden et al., 2007; 

Nodvedt et al., 2012; Pinello et al., 2022; Rodríguez et al., 2021).  

No Brasil, um estudo epidemiológico epidemiológico restrospectivo por meio de 

laudos de biópsias realizadas no Hospital Veterinário Público do Distrito Federal 

(HVEP) no período entre julho de 2018 e julho de 2022, demonstrou que 544 animais 

(80,8%) possuíam formações neoplásicas (684 tipos de neoplasias em 509 animais). 

Prevalescendo 338 (66,4%) fêmeas em comparação 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 não informada. Sendo que 50% dos 

cães acometidos por neoplasia possuem entre 8 e 11 anos. Com relação a raça, 261 

(51,3%) eram animais de raça definida e 186 (36,5%) sem raça definida. O tipo 

histológico carcinoma foi identificado em tumor misto mamário (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 

mamária (46,3%), sendo o adenocarcinoma o de maior incidência (63,6%) (De Nardi 

et al., 2002). Uma plataforma “online” (Myclinical) criada na Universidade de Estudos 

de Nápoles Federico II, Departamento de Medicina Veterinária e Produção Animal (De 

Biase et al., 2023) coletou dados com base em relato de casos com dados mínimos 

relacionados a espécie, raça, idade, sexo, castrado/não castrado, topografia e 

características morfológicas de diagnóstico) onde recolheu cerca de 5740 laudos 

histológicos e citológicos, dos quais 3318 resultam em neoplasias. Destes 2937 

animais (89%) foram diagnosticados por histologia e 381 animais (11%) por citologia. 

A prevalência da espécie canina e fêmeas (89%) é bem maior em relação à felina 

(10%) e 1% atribuídas às demais espécies (hamster, cavalo e coelho), em 

comparação à espécie humana cuja prevalência indica o sexo masculino (90%) e 

sexo feminino (67%) como não esterectomizados (De Biase et al., 2023). Portanto, há 

uma falha na vigilância epidemiológica por não existir um sistema de captação de 

informações de casuística em cães e gatos (Kimura; Teixeira, 2015).  

A distribuição do diagnóstico de tumores em cães é apresentada na Figura 5, 

onde a Figura 5A representa o sexo e a condição de esterilizado/não esterilizado, 

castrado/não castrado, a Figura 5B representa a raça, e as Figura 5C e 5D 

representam a distribuição do diagnóstico de neoplasias nas faixas etárias dos 

pacientes caninos, esterilizados e não esterilizados, dos sexos fêmea e macho, 

respectivamente (De Biase et al., 2023).  
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Figura 5: Distribuição do diagnóstico de neoplasias em cães: (A) sexo e condição de 

esterilizado/não esterilizado, (B) raça, (C) faixa etária de fêmeas caninas esterilizadas e não-

esterilizadas e (D) faixa etária de machos caninos esterilizados e não-esterilizados. Fonte: 

Adaptado de De Biase et al. (2023). 

 

A Figura 6 apresenta a quantificação e distribuição dos tipos de neoplasias 

classificadas em malignos e benignos em cães e gatos, a Figura 6A demonstra que o 

número de diagnósticos de neoplasias em cães é maior do que em gatos, bem como 

a classificação entre tipos malignos também prevalece em cães. Na Figura 6B, são 

demonstrados os tipos de neoplasias mais comuns em cães e gatos. Em cães, o tipo 

epitelial ocorre 56% e mesenquimal 30%, e nos gatos, o tipo epitelial ocorre 65% e os 

hematopoiéticos 20%. Os cães têm maior probabilidade de desenvolverem neoplasias 

do tipo mesenquimal em comparação aos gatos, no entanto, os gatos têm maior 

probabilidade de desenvolverem neoplasias do tipo hematopoiético e epitelial, 

indicando o avanço de mais de 60% dos tumores de pele e tecidos moles seguido dos 

localizados em glândulas mamárias (Figura 6C). No que concerne à topografia, a 

distribuição de neoplasias malignas e benignas em cães, especialmente os tipos 

localizados em pele, vem aumentando nos últimos anos (Figura 6C). 

 



 35 

 

Figura 6: Distribuição de neoplasias benignas e malignas em cães de acordo com os dados 

recolhidos pela Piattaforma myClinical nos anos 2020-2022. (A) por espécie, (B) por tipos de 

neoplasias celulares, (C) localidade anatômica. Fonte: Adaptado de De Biase et al.(2023). 

 

 

2.2. Diagnóstico de neoplasias 

O diagnóstico do câncer no campo da Medicina Veterinária baseia-se na 

história clínica e na anamnese, associadas aos exames complementares como 

bioquímicos laboratoriais, imuno-histoquímica que se utiliza de anticorpos 

monoclonais e tem como objetivo fornecer um diagnóstico e um prognóstico quando a 

avaliação histopatológica não consegue concluir o caso, podendo auxiliar a 

determinar a etiologia do processo (Horta et al., 2012).  

A citologia aspirativa pode avaliar rapidamente toda a área de superfície, 

preservando a integridade da amostra se as células tumorais estão à superfície e 

desprendidas, o que constitui um limite na distinção entre margens próximas e 

negativas com uma sensibilidade de 75% e uma especificidade de 82,8%. Todavia, as 

células malignas abaixo da superfície não podem ser detectadas (Cèfaro et al., 2006). 

O padrão-ouro na maioria dos diagnósticos de neoplasias é através da avaliação 

microscópica de um tecido corado obtido a partir de uma biópsia de um determinado 
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órgão (este procedimento é designado por histopatologia) de neoplasias primária ou 

metástase (Jericó et al., 2015).  

O diagnóstico definitivo é obtido por exames histopatológicos de amostras do 

tumor primário ou metástases (Jericó et al., 2015; Santos; Alessi, 2016). Dentre as 

desvantagens da biópsia cirúrgica está 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 início da terapia 

e a resposta sejam comprometidos (Allemani et al., 2015; Melitto et al., 2022; 

Bertazzolo et al., 2005).  

Apesar de existirem inúmeras formas de diagnósticos auxiliares para o câncer, 

a citologia é utilizada apesar de não ser o padrão-ouro, justificando seu uso por ser 

minimamente invasiva e seu custo ser relativamente baixo e com boa acurácia 

(Cowell et al., 2008). Entre as desvantagens do exame citológico está a experiência 

de interpretação do examinador, que é um fator determinante e limitante, a qualidade 

de amostras, que devem se apresentar com células viáveis e bem preservadas. A 

confecção, coloração e armazenamento das lâminas são eventos que podem interferir 

no resultado e as hemorragias, e disseminação de células neoplásicas e infecções 

incluem complicações incomuns em decorrência da coleta (Rosseto et al., 2009). A 

ultrassonografia também tem sido utilizada como exame complementar no diagnóstico 

padrão-não-ouro, apresentando vantagens por ser minimamente invasiva e seu custo 

mais acessível que permite um monitoramento mais frequente (Eberle et al., 2012). 

De forma complementar são utilizadas as imagens de ultrassonografia (Eberle 

et al., 2012), a radiografia, a tomografia computorizada e a ressonância magnética 

(Hage; Masao, 2009; Wisner; Pollard, 2004), pois estes exames também ajudam os 

médicos veterinários no prognóstico e acompanhamento do paciente.  

A necessidade de realizar um diagnóstico precoce e rápido das neoplasias é 

um dos principais objetivos da medicina moderna e, apesar dos progressos 

científicos, não é possível alcançar a excelência no diagnóstico precoce do câncer 

nos animais de companhia, uma vez que muitos tipos de neoplasias são 

assintomáticos, tal como nos seres humanos. O principal objetivo do diagnóstico é 

determinar com máxima certeza a presença da doença, para que seja projetada uma 

intervenção adequada e rápida.  
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No século V a.C., o médico Hipócrates utilizou a forma mais antiga de 

diagnóstico médico através da inspeção visual direta da interação da luz com a 

amostra, relatada em seu trabalho intitulado Epidemias, em que a palidez da pele do 

paciente e a coloração dos fluidos corporais podem ser indicativas de saúde 

(Resende, 2006). 

Nos últimos cem anos, o diagnóstico médico deixou de depender da inspeção 

visual e passaram a depender de ferramentas tecnológicas que se baseiam em vários 

tipos de interação da amostra com diferentes tipos de energia, como a luz, o 

ultrassom e os raios-X.  

Os métodos ópticos têm se concentrado em fornecer essas informações na 

escala de micrômetro a milímetro, enquanto o ultrassom, o raio-X e as ondas de rádio 

têm sido fundamentais para auxiliar na escala de milímetro a centímetro. Algumas 

tecnologias ópticas têm alcançado o estado de instrumentos médicos, mas muitas 

permanecem na fase de investigação e desenvolvimento, apesar dos esforços 

persistentes de muitos investigadores na tradução destes métodos para aplicação 

clínica (Pence; Mahadevan-Jansen, 2016). 

 

2.2.1.Princípios físicos da espectroscopia Raman  

A espectroscopia Raman é muito aplicada em Biofotônica para análises 

biológicas quantitativas utilizando-se da luz (radiação não 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 diagnóstico, como a sua 

capacidade de gerar uma “impressão digital” espectral que representa 

especificamente a composição bioquímica da amostra em análise (Crow et al., 2004; 

Stone et al., 2004). 

Nos últimos anos, técnicas de espectroscopia óptica como fluorescência, 

espalhamento elástico e espectroscopia Raman foram propostas para diagnósticos 

médicos rápidos, destrutivos e não invasivos (Hanlon et al., 2000). 

As vantagens da espectroscopia Raman em comparação com as demais 

técnicas de diagnóstico incluem a obtenção de informações sobre a energia 

vibracional da molécula (Hanlon et al., 2000). As amostras são obtidas sem a 

necessidade de preparação específica, reduzindo riscos nos procedimentos cirúrgicos 

por ser minimamente invasiva, utilizam uma quantidade mínima de amostra, portanto, 

os custos podem ser menos onerosos (Gurgel, 2006; Moreira et al., 2018). Através 
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desta técnica, é possível determinar as substâncias presentes tanto no tecido 

biológico normal (Moreira et al., 2008), como em alterações patológicas 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 decorrência da troca de energia entre uma molécula 

e a luz incidente, os fótons podem ser espalhados ou absorvidos. A maior parte da luz 

espalhada tem o mesmo comprimento de onda da luz incidida, porém uma pequena 

fração da luz incidente interage com a molécula de formas diferentes a excitação 

(Hanlon et al., 2000), dependendo do estado vibracional de suas ligações químicas e 

da polarizabilidade, que após o processamento dos sinais, geram um número de 

picos conhecidos por espectros Raman, onde linhas espectrais são obtidas em função 

das frequências vibracionais denominadas deslocamentos Raman (“Raman shifts”) 

que são expressas em unidade de centímetro recíprico (cm-1) (Faria et al., 1997; Silva 

et al., 2018).  

Portanto, o espalhamento Raman estabelece-se como resultado da transição 

de uma molécula do seu estado fundamental para um estado vibracional excitado 

(estado virtual), acompanhado pela absorção simultânea de um fóton incidente, e 

posteriormente a emissão de volta ao ambiente de um fóton de mesma energia, de 

menor e de maior energia (Hanlon et al., 2000). Tais espalhamentos de luz são 

demonstrados no diagrama da Figura 7, onde a molécula retorna a forma fundamental 

de três formas: a primeira em que a energia, h.ν0, é conservada, ou seja, a radiação 

apresenta a mesma energia antes e após a sua interação com a molécula 

(espalhamento elástico ou Rayleigh); nas outras duas formas, quando a molécula 

retorna de seu estado virtual para o fundamental, o nível energético da mesma pode 

ser menor, h.(ν0-ν1) (espalhamento inelástico, Stokes) ou maior, h.(ν0+ν1) 

(espalhamento inelástico, anti-Stokes) se comparado ao seu estado energético inicial 

(Figura 7) (Santos et al., 2019).  
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Figura 7: (A) Espalhamento elástico (Rayleigh), (B) espalhamento inelástico (Stokes) e (C) 

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

 

O espectro Raman produzido por esta mensuração tem características únicas 

daquela substância e a esta medição específica chama-se de espectroscopia Raman, 

que devido à sua coerência, é chamada de impressão digital da substância (Hanlon et 

al., 2000). A luz espalhada é coletada por um espectrômetro e o espectro de sua 

intensidade é plotada em função das frequências vibracionais da amostra. Cada 

espécie molecular tem seu próprio conjunto de vibrações moleculares.  

A espectroscopia Raman baseia-se na dispersão inelástica da luz incidente nas 

moléculas (Hanlon et al., 2000), permitindo a determinação da composição 

bioquímica, analisando de forma quantitativa (concentração) e qualitativa 

(discriminação e classificação) (Hanlon et al., 2000; Silveira et al., 2013). Com base 

no espalhamento Raman, torna-se possível a obtenção de diversas informações 

relevantes sobre a composição química da amostra na qual houve incidência da luz, 

fornecendo características em nível molecular, podendo identificar tipos de ligações 

químicas, conformações moleculares e grupos funcionais de uma estrutura química 

(Santos et al., 2019; Talari et al., 2015). 

 

2.2.2. Aplicações da espectroscopia Raman em materiais biológicos 

Jackson et al. (1997) descreveram pesquisas realizadas na região espectral do 

infravermelho desde o início de 1800, que serviram de inspiração científica de 

análises das alterações em tecidos e fluidos biológicos, sendo alvo de estudos a partir 

da interação da luz nos tecidos. Todavia, somente a partir dos anos 1980 é que a 

espectroscopia Raman passou a ser aplicada em amostras biológicas com a 

introdução do laser de excitação em comprimentos de onda no infravermelho próximo 
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(Ozaki;Iriama, 1987) e a técnica Raman começou a ser utilizada com o objetivo de 

discriminação de tecidos biológicos, componentes bioquímicos, diagnóstico e 

monitoramento de neoplasias malignas e identificação de grupos de bactérias 

patogênicas (De Siqueira et al., 2012; Jermyn et al., 2015; Souza et al., 2003).  

Na espectroscopia Raman, as informações do material estudado são 

decodificadas em um conjunto de frequências, e estas revelam os constituintes 

moleculares das amostras, permitindo detectar modificações bioquímicas existentes 

na morfologia e arquitetura celular que ocorrem na presença de patologias. Assim, 

uma análise qualitativa e quantitativa de materiais e substâncias têm sido realizadas 

pela técnica, cujas aplicações biológicas são relativamente recentes e diversas 

pesquisas para ampliar esta aplicabilidade (Nunes et al., 2003).  

A técnica Raman se transformou em uma ferramenta significativa na análise 

química da área médica e já permite, na atualidade, o desenvolvimento de pesquisas 

de patologias humanas “in vitro” por meio da detecção de componentes bioquímicos 

em sangue, urina, tecidos biológicos e fluidos corporais, obtendo diagnósticos em 

tempos bem mais curtos e não invasivos que revelam o estado atual do indivíduo 

(Lima, 2022), portanto, a “impressão digital” (“fingerprint”) da molécula demonstra 

suas informações bioquímicas específicas (Silveira et al., 2002). 

A maioria dos materiais incluindo tecidos biológicos apresenta redução de 

emissão de fluorescência quando o comprimento de onda de excitação aumenta para 

a região do infravermelho próximo. Assim, a interferência da fluorescência no espectro 

Raman do tecido pode ser reduzida usando a excitação no infravermelho próximo 

(785, 830 ou 1064 nm, por exemplo, para citar comprimentos de onda de 

espectrômetros Raman comerciais). 

Silveira et al. (2002) utilizaram a espectroscopia Raman no infravermelho 

próximo para avaliação de lesões ateroscleróticas humanas usando um algoritmo 

baseado em análise discriminante, para o diagnóstico de tecidos não aterosclerótico, 

não calcificado e calcificado, demonstrando sensibilidade e especificidade máximas 

de 85% e 89%, respectivamente. 

Silveira et al. (2013) demonstraram que a técnica Raman é uma ferramenta 

com potencial para a análise de materiais biológicos utilizando soro sanguíneo, com 

vantagens em comparação às demais por ser uma análise rápida, necessitando de 

pouca ou nenhuma preparação nas amostras, volume pequeno de amostra, 

capacidade para detecção de certa quantidade de compostos bioquímicos em um 
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único espectro, como por exemplo frações lipídicas e glicose, sem necessidade de 

reagentes, sendo um manancial de diagnóstico e prognóstico em doenças 

metabólicas.  

 

2.2.3. Aplicações da espectroscopia Raman no diagnóstico de neoplasias 

A espectroscopia Raman pode ser realizada “in vitro” e “in vivo” como método 

de avaliação óptica, sendo que os métodos “in vivo” são frequentemente mais exatos, 

mas bastante dispendiosos e demorados, enquanto os métodos “in vitro” são mais 

simples e mais rápidos, com menor custo e precisão (Ye et al., 1999). A análise 

histopatológica necessita de fases para o preparo da amostra, retardando o 

diagnóstico e fazendo com que pacientes que necessitam de diagnóstico com rapidez 

fiquem aguardando determinado tempo para o início do tratamento.  

A espectroscopia Raman tem sido usada para caracterizar e diferenciar tecidos 

normais de tecidos benignos, malignos e pré-malignos do colo do útero (González-

Solís 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 mamárias em humanos (Moreira et al., 2008) e em 

animais diferenciar margens cirúrgicas de tecido mamário neoplásico (Munteanu et 

al., 2017). Além disso, ele pode detectar lesões 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 diagnóstica em lesões malignas em biópsias de 

pele humana.  

Na esfera de diagnósticos em leucemia humana, a espectroscopia Raman foi 

utilizada por vários autores. González-Solís et al. (2014a) analisaram os espectros 

Raman do plasma humano de pacientes leucêmicos e saudáveis, e associados à 

PCA, puderam identificar diferenças na bioquímica sérica relacionadas com a 

leucemia. Silva et al. (2006) analisaram o plasma sanguíneo de pacientes com 

leucemia mieloide aguda em comparação aos saudáveis e detectaram picos 

atribuídos às proteínas, aminoácidos e carboidratos em maior intensidade no grupo 

saudável, enquanto o grupo leucêmico apresentou maior intensidade de fosfolipídios. 

González-Sólis et al. (2014b) utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA para 

diferenciar e classificar amostras de soro de doentes normais e leucêmicos, 
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identificando presença de tirosina e triptofano, que estavam elevadas no grupo 

saudável, e a presença da fenilalanina no grupo câncer. Gonzáles-Solís et al. (2014b) 

utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA no soro humano para monitorizar 

doentes leucêmicos que estavam recebendo quimioterapia. Martínez-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 classificação por análise 

discriminante empregando PCA e regressão (PLS) e análise de componentes 

principais (PCA) para a diferenciação espectral de amostras saudáveis e leucêmicas 

de plasma humano.  

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman em soro de crianças e 

adolescentes para discriminar amostras normais de amostras de neoplasia leucêmico 

e não leucêmico utilizando a classificação PLS-DA. Krishna et al. (2014) detectaram 

lesões malignas na cavidade oral “in vivo” utilizando a espectroscopia Raman. 

González-Solís et al. (2014b) analisaram espectros de soro sanguíneo humano de 

pacientes com neoplasias do colo de útero, pré-cancerosos e saudáveis, identificando 

picos de carotenoides mais intensos em pacientes normais em comparação com os 

neoplásicos.  

Goulart et al. (2022) e Goulart et al. (2023) utilizaram da espectroscopia Raman 

como método de diagnóstico do vírus COVID-19 no soro humano e na saliva com alta 

acurácia. 

 

2.2.4. Aplicações espectroscopia Raman na Medicina Veterinária 

Em Medicina Veterinária, estudos que descrevem a utilização da 

espectroscopia Raman para o diagnóstico e monitoramento do câncer são escassos. 

Alguns estudos são descritos abaixo. 

Munteanu et al. (2017) descreveram dois casos clínicos da utilização da 

espectroscopia Raman SERS (espectroscopia de superfície) para fins diagnósticos 

em margem cirúrgica de neoplasias mamárias de cães. Os autores sugerem que as 

características espectrais (picos) de carotenoides e da água interfacial poderiam ser 

usadas para distinguir entre tecido normal e maligno. 

Duarte et al. (2010) demonstraram o potencial da espectroscopia Raman 

associada à regressão PLS para o diagnóstico da toxoplasmose em gatos 

domésticos, correlacionando as imunoglobulinas presentes no soro sanguíneo dos 
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felinos, obtidas com o método de ensaio imuno enzimático (ELISA) padrão-ouro, de 

acordo com as características espectrais observadas nos espectros Raman, obtendo 

alta sensibilidade e especificidade para o diagnóstico. 

Lopes et al. (2009) utilizaram a espectroscopia Raman dispersiva “in vitro” com 

objetivo de caracterizar as diferenças bioquímicas em células de adenocarcinoma de 

cólon (Caco-2), inoculadas com Viscum album homeopático, comparadas com as 

células Caco-2 controle (sem inoculação), obtendo como resultado a redução de 

viabilidade de mitocôndria das células tumorais em resposta ao princípio ativo e 

sugerindo que o homeopático tem potencial antineoplásico.  

Os estudos destacam como vantagem da técnica Raman a dispensa de 

sedação ou anestesia para realizar exames como a biópsia, com potencial para se 

tornar uma ferramenta de uso clínico na Medicina Veterinária.  

A caracterização de alterações bioquímicas em soro sanguíneo de cães e 

gatos por espectroscopia Raman ainda não foi descrita na Medicina Veterinária, 

motivo de estímulo para a investigação das alterações bioquímicas em soro 

sanguíneo de animais domésticos que poderiam ser utilizados em estudo de 

marcadores biológicos para o câncer.  

Os estudos por espectroscopia Raman do sangue e seus componentes 

bioquímicos serviram de embasamento para autores que aplicaram seus 

conhecimentos no diagnóstico de leucemias (González-Solíz et al., 2014b; Managó et 

al., 2016; Silva et al., 2006; Vanna et al., 2014), fornecendo os subsídios necessários 

para a aplicação desse conhecimento no trabalho aqui descrito. 

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman (830 nm) e a regressão 

PLS para identificar e diferenciar as características espectrais obtidos de soro 

sanguíneo com alterações bioquímicas relacionadas à leucemia em crianças e 

adolescentes, com picos atribuídos a proteínas e/ou aminoácidos, lipídeos e 

carotenoides. Desta forma corroborou a ideia de que a caracterização das alterações 

bioquímicas no soro sanguíneo de cães, associada à regressão PLS, pode permitir 

diferenciar de forma significativa os animais do grupo clinicamente saudável do grupo 

câncer, através da caracterização de variações ou diferenças espectrais relacionadas 

a alterações nas bandas de energia vibracional que estão relacionadas a alterações 

bioquímicas das proteínas, aminoácidos e lipídeos, anteriormente demonstradas em 

humanos (Bankapur et al., 2010; Bergholt; Hassing, 2009; Dingari et al., 2012; 

González-Solíz et al., 2014(a,b); Harris et al., 2000; Hernández et al., 2013; Lima et 
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al., 2022; Managó et al., 2018; Nguyen; Rocke, 2002; Parachalil et al., 2019; 

Pichardo-Molina et al., 2007; Silva et al., 2006; Silva et al., 2018; Sjöberg et al., 2014; 

Vargas-Obieta et al., 2016).  

Sob esse aspecto, a integração das áreas do conhecimento da Engenharia 

Biomédica com a Medicina Veterinária, possibilitando a realização de um diagnóstico 

óptico, possui uma fonte inesgotável de probabilidades científicas que podem delinear 

leituras de informações biológicas no soro sanguíneo, células sanguíneas e mesmo 

sangue total, revelando em tempo real, eventos que são interessantes para 

complementar ou revelar o diagnóstico e como está a evolução e determinar o 

prognóstico de pacientes oncológicos que fazem quimioterapia (González-Solíz et al., 

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

 

2.3. Identificação de fatores prognósticos em animais 

É de extrema importância o conhecimento dos fatores prognósticos para 

definição do tratamento e acompanhamento adequados, principalmente relacionados 

a marcadores de inflamação em humanos e animais, demonstrando que existe uma 

relação com a mortalidade a longo prazo relacionada a proteínas (Dupré; Malik, 2018; 

Hsieh et al., 2016; Zhu et al., 2017). A ausência da albumina foi associada à baixa 

sobrevida em longo prazo em diversos tipos de neoplasias (Duran et al., 2014; Gupta; 

Lis, 2010; Lis et al., 2003).  

Se estiverem reduzidos, os níveis séricos dessa proteína podem refletir além 

do aumento do catabolismo proteico, uma desnutrição crônica e a elevação da 

resposta inflamatória sistêmica (Nakayama et al., 2015). Valores de albumina < 3 g/dL 

foram associados ao aumento do risco de mortalidade intra-hospitalar em pacientes 

com câncer independentemente do estado nutricional, estado inflamatório e 

imunológico (Lima et al., 2021). 

Nos cães, as principais proteínas de fase aguda (PFAs) positivas de maior 

relevância são a proteína C-reativa (PCR) e a amilase sérica (ASA). A principal PFA 

positiva de relevância moderada é representada pela haptoglobina (Hp). As principais 

PFAs negativas são as albuminas e a transferrina (Cerón et al., 2005). No estudo 

realizado por Battisti et al. (2013), a albumina apresentou uma redução apenas em 

pacientes com neoplasia maligna de mama ulcerada e associada ao aumento 

expressivo da PCR e da Hp, sugerindo um mecanismo de compensação. As citocinas 
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pró-inflamatórias diminuem a síntese da albumina, uma vez que promovem a síntese 

de outras PFAs (Calazans et al., 2009). 

A eletroforese de proteínas séricas (EPS) é um método simples, que permite 

separar proteínas do plasma humano em frações. Sua interpretação traz informações 

úteis ao médico, contribuindo para a investigação e diagnóstico de diversas doenças. 

No exame citado, a amostra do soro é aplicada em um meio sólido e submetida a um 

potencial elétrico, separando-as em albumina, -1-globulina, -2-globulina, -

globulina e -globulina para quantificação. O resultado indica que, se a concentração 

de albumina estiver reduzida, pode estar ocorrendo baixa ingestão proteica ou 

elevado catabolismo, bem como as frações de -globulinas podem se apresentar 

aumentadas em processos inflamatórios, infecciosos e imunes. No caso da -

globulina, esta proteína está associada às situações de perturbação do metabolismo 

lipídico ou à anemia ferropriva, em que a ausência ou diminuição da banda  indica 

imunodeficiências congênitas ou adquiridas e o seu aumento associado elevação 

policlonal das imunoglobulinas como, por exemplo, em condições inflamatórias, 

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

 

2.4. Terapêutica convencional de neoplasias em animais 

No que concerne à terapêutica, não existe até o momento nenhum tratamento 

absolutamente efetivo, tornando-se necessária a combinação de multiterapias e 

oferecer uma melhor qualidade de vida ao paciente, incluindo redução e modulação 

do estresse emocional, decorrente de procedimentos terapêuticos, como a 

radioterapia e quimioterapia (Porto, 2004).  

As emoções alteram o eixo psico-neuro-imuno-endócrino, havendo uma forte 

associação com as alterações metabólicas geradas pelos hormônios e citocinas, 

mediado pelos glicocorticoides que foram observados na angiogênese tumoral 

(Bauer, 2004; Kiecolt-Glaser et al., 2002).  

Os tratamentos para neoplasias na Medicina Veterinária evoluíram em conjunto 

com o tratamento do câncer em humanos. O primeiro estudo de quimioterapia na 

Medicina Veterinária foi em 1946, descrevendo o uso de uretano no tratamento de 

neoplasia hematopoiética em cão (Innes et al., 1946). O primeiro protocolo de 

quimioterapia combinada utilizando clorambucil e prednisona em cães 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, Cuiabá, MT, Brasil) e em 2009, o fosfato de 

toceranib (Palladia®, Zoetis Comércio e Distribuição Ltda, São Paulo, SP, Brasil) foi o 

primeiro medicamento aprovado pela Administração de Alimentos e Medicamentos 

dos EUA para o tratamento de neoplasias caninas.  

Outras técnicas utilizadas em Medicina Veterinária incluem a incisão cirúrgica, 

radioterapia (Haddad et al., 2010), eletroquimioterapia (Silveira et al., 2010), 

imunoterapia (Schoefelder, et al., 2021). 

 

2.5. Análise estatística dos dados  

A análise estatística consiste na aplicação de técnicas e métodos estatísticos 

para o tratamento de dados amostrais, com o objetivo de extrair o máximo de 

informações para a melhor análise da diferença entre os grupos. Engloba os testes de 

significância (testes de hipótese) e os algoritmos de análise multivariada. Os 

algoritmos de regressão utilizados para a análise multivariada de dados são métodos 

estatísticos que permitem qualificação e quantificação de dados utilizando diversas 

variáveis simultaneamente (Brereton et al., 2018; Lehmann et al., 1993). 

A análise estatística multivariada permite a redução da dimensionalidade de 

dados multivariados, através da seleção de informações pela similaridade ou 

diferença, no qual as variáveis que apresentam grande correlação são organizadas 

em novas variáveis e resultam em um novo conjunto de dados, composto apenas de 

informações importantes (Brereton;Lloyd, 2014). 

 

2.5.1. Análise de componente principal (PCA)  

A PCA é uma ferramenta multivariada que pode ser utilizada para a análise 

exploratória de dados espectrais efetuando a compressão de dados em grandes 

amostras que contêm múltiplas variáveis concomitantemente com a estimativa da 

variância do conjunto de dados (Jolliffe; Cadima, 2016). Com base nesta variância, a 

PCA determina novos eixos (os componentes principais) que maximizam esta 

variância e são ortogonais entre si. O primeiro componente corresponde ao eixo da 

maior variância espectral; o segundo componente é o eixo da segunda maior 

variância 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 é obtida (carregamento dos componentes 

principais). Assim, a PCA calcula duas novas variáveis: 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 

são semelhantes aos espectros Raman e os picos observados podem ser utilizados 

para revelar diferenças na constituição bioquímica das amostras, enquanto os PCs 

podem indicar as intensidades dessas diferenças, ou seja, em que grupo (Saudável 

ou Neoplásico) se encontram essas diferenças (Silva et al., 2018).  

Na análise exploratória dos dados busca-se identificar quais variáveis 

espectrais componentes principais (Scores) apresentam diferenças significativas em 

suas intensidades (PCs), e associar esses componentes principais às diferenças 

espectrais entre os grupos. A análise estatística dos PCs foi calculada utilizando o 

software Instat (versão 3.00, GraphPad, San Diego, CA, EUA, www.graphpad.com). 

 

2.5.2. Análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA)  

A regressão PLS é uma técnica estatística multivariada utilizada na análise 

discriminante (PLS-DA) para classificar amostras com muitas variáveis (Nguyen, 

Rocke, 2002). Para que a regressão PLS seja utilizada, as variáveis conhecidas 

devem ter uma relação direta com as variáveis que se deseja treinar, ocorrendo em 

duas etapas: calibração e validação. No momento da calibração, há uma 

decomposição entre a matriz X (variáveis independentes) e matriz Y dependente 

(amostras) em que a partir da decomposição de matrizes se reduz do conjunto de 

dados que se obteve das variáveis originais e os componentes principais, sendo 

determinado o quanto uma variável original contribui para um determinado 

componente principal, designado variável latente. Na validação, as variáveis latentes, 

obtidas da decomposição das matrizes durante o processo de calibração, são usados 

de base para o modelamento das amostras a serem treinadas. O modelo PLS-DA foi 

utilizado para classificar os espectros nos grupos Saudável e Neoplásico, em que as 

variáveis preditoras são o conjunto de dados dos espectros Raman e as respostas 

são os grupos a serem discriminados: Saudável (grupo #1) e Neoplásico (grupo #2). 

O modelo empregou a validação cruzada (leave-one-out), em que um espectro de 

amostra é aleatoriamente deixado de fora do conjunto de dados, a covariância do 

conjunto de dados com espectros n – 1 é estimado, e o grupo de o espectro deixado 

de fora é previsto. Portanto, todos os espectros foram testados um por um. O número 
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de variáveis latentes (VLs) utilizado no modelo PLS-DA é o número que apresenta a 

mais alta precisão de discriminação entre os dois grupos.  

A PLS-DA cria um modelo no qual qualquer correlação entre as variáveis 

preditas (grupos: Saudável e Neoplásico) e preditoras (intensidades espectrais 

Raman) no conjunto de dados espectrais são estimadas e maximizadas e, portanto, 

usadas para prever a classificação (classes: saudáve e neoplásico) de uma nova 

amostra, determinando a qual classe esta amostra pertence. Isso significa que as 

variações “dentro dos grupos” são diferenciadas das variações “entre grupos” e a 

discriminação é alcançada concentrando-se nas variações “entre grupos” (Andries; 

Heyden, 2021). 

 

2.5.3. Tabela de contingência  

Com o intuito de se desenvolver novos métodos diagnósticos aplicados à 

Medicina Veterinária, utiliza-se na área biológica a validação da metodologia através 

da identificação da capacidade discriminativa em relação à doença (presença ou 

ausência) ou ao estado do indivíduo a qual se deseja discriminar (doente ou 

saudável). Esta avaliação estatística quantitativa visa determinar se um procedimento 

ou método é adequado ou não a determinada análise, com a obtenção da margem de 

erro ou número de acertos (Medeiros et al., 2012). Desta forma, um teste diagnóstico 

depende da precisão e da ausência de viés para o desempenho adequado, 

equivalendo à validade e reprodutibilidade do teste (Moreira, 2016). Para tanto, a fim 

de validar um teste diagnóstico, comparam-se os resultados do teste obtido com os 

resultados de um teste padrão que sirva de referência a fim de determinar, 

quantitativa e qualitativamente, se tal metodologia é apropriada para diagnosticar um 

evento ou para predizê-lo (Moreira, 2016).  

A comparação é realizada utilizando-se da tabela de contingência ou matriz de 

confusão (Tabela 2), que consiste em uma tabela com duas entradas, onde cada 

entrada é relativa a uma das variáveis, com objetivo de testar a existência de relação 

entre elas, resultando em melhores testes para diagnósticos os que apresentam 

poucos resultados falsos positivos e falsos negativos. Considera-se verdadeiro 

positivo (VP) os indivíduos onde o teste é positivo em pacientes doentes; verdadeiro 

negativo (VN) os indivíduos onde o teste é negativo em pacientes saudáveis; falso 

positivo (FP) são os indivíduos onde o teste é positivo em pacientes saudáveis; e 

falso negativo (FN) são os indivíduos onde o teste é negativo em pacientes doentes 
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(Moreira, 2016; Vieira, 2011). A tabela de contingência exemplificada com duas 

variáveis, com a comparação dos dados de classificação de pacientes com resultado 

positivo (câncer, por exemplo) versus pacientes com resultado negativo (saudável por 

exemplo) é demonstrada na Tabela 2.  

 

Tabela 2: Modelo de tabela de contingência para validação de um teste de diagnóstico com 

duas variáveis. 

Resultado verdadeiro 
(padrão-ouro) 

Resultado esperado (teste de diagnóstico) 

Positivo Negativo 

Positivo VP  

(Verdadeiro Positivo) 

FN  

(Falso Negativo) 

Negativo FP  

(Falso Positivo) 

VN  

(Verdadeiro Negativo) 

 

Os dados obtidos da Tabela 2 fornecem indicadores de Sensibilidade (S), que 

corresponde à probabilidade de o teste ser positivo dado que o paciente examinado é 

doente, medindo a capacidade de reação do teste em diagnosticar um paciente 

doente: 

S = VP / (VP + FN)      (1) 

A Especificidade (E) é definida como a probabilidade de o teste ser negativo 

dado que o paciente examinado não é doente, medindo a capacidade de reação do 

teste em não diagnosticar paciente não doente ou seja, o teste é específico para a 

doença em questão. 

E = VN / (VN + FP)      (2) 

A Acurácia (A) ou precisão é definida com a proporção de predições corretas 

correspondentes ao total de resultados verdadeiramente positivos e verdadeiramente 

negativos em relação à amostra estudada. Informa se os resultados representam o 

“verdadeiro diagnóstico” ou o quanto se afasta dele (Martinez; Louzada-Neto, 2003; 

Vieira, 2011). 

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

 

3.1. Parecer ético  

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Anhembi Morumbi (Protocolo nº. 05001/2021), com o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido assinado por cada um dos tutores dos cães (Apêndice A). 

 

3.2. Fluxograma da coleta, processamento e análise de dados 

O desenho do estudo é apresentado na Figura 8 como um fluxograma de 

blocos simplificado, no qual se obtém uma macrovisão sobre todo o delineamento do 

projeto, tendo o seu curso iniciado pelas amostras sanguíneas submetidas à 

espectroscopia Raman, até o resultado das análises estatísticas, as quais permitiram 

a identificação das diferenças na composição bioquímica das amostras estudadas e a 

discriminação dos grupos Saudável e Câncer. 
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Figura 8: Fluxograma da coleta, processamento e análise dos dados, incluindo a indicação 

das ferramentas estatísticas empregadas. 

 

 

3.3. Seleção dos pacientes 

Participaram do estudo 61 animais, sendo 31 animais saudáveis (grupo 

Saudável) e 30 animais com diagnóstico de neoplasia (grupo Neoplasia), onde o 

diagnóstico foi obtido através de biópsia histopatológica e exames de imagem.  

Os critérios de seleção para inclusão das amostras no grupo Saudável foram: 

– Amostras de soro de cães provenientes do abrigo particular GAVAA 

(Campinas, SP); 
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– Amostras de soro provenientes de machos e fêmeas entre 1 a 12 anos, de 

raça e sem raça definida (SRD), peso entre 2,0 e 45 kg e clinicamente saudáveis;  

– Alimentação industrializada (marca Golden Special, Grandfood Indústria 

Comércio Ltda., Dourados, SP) contendo 22% proteínas e 9% gorduras, e água 

potável ad libitum. 

Os critérios para inclusão das amostras no grupo Neoplasia foram: 

– Amostras de soro de cães com câncer, trazidos à clínica pelos tutores e que 

foram diagnosticados por meio de exame clínico, biópsia histopatológica, 

ultrassonografia, raios-X, tomografia computadorizada ou ressonância magnética; 

– Amostras de soro provenientes de machos e fêmeas indistintamente, com 

idade variando entre 2 a 12 anos, de raça e sem raça definida (SRD), peso entre 2,0 e 

45 kg; 

– Amostras de soro de pacientes que nunca receberam nenhuma terapia 

oncológica; 

– Pacientes dispostos a utilizar prescrição dietética de alimentação industrial 

sem grãos ou prescrição de dieta natural com aproximadamente 30% proteínas e 

10% gorduras e água filtrada ad libitum; 

As amostras de sangue cefálico foram colhidas de cada paciente em jejum, 

acondicionadas em tubo seco sem anticoagulante (modelo BD Vacutainer®, Interlab 

Distribuidora de Produtos Científicos Ltda., São Paulo, SP) e enviadas ao Animaltec – 

Centro de Diagnósticos Veterinários (Campinas, SP), onde foram submetidas à 

centrifugação (modelo Elektra CE132, Labor Line Ind.com. e Serviços Ltda. – ME, 

Osasco, SP). Os tubos com as amostras continham 3 mL de sangue e foram 

centrifugados a 1500 rpm por 15 minutos para separação do soro sanguíneo e 

imediatamente armazenados sob refrigeração a 8 °C por 48 h ou congelados a –20 °C 

por 7 dias para minimizar alterações na constituição bioquímica do soro até a 

realização do experimento para coleta dos espectros.  

As amostras de soro foram separadas em dois grupos: Saudável e Neoplásico. 

Alguns pacientes do grupo Neoplásico 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 número de animais por grupo, sendo que em ambos os grupos 

predominaram os animais de raça.  
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Tabela 3: Número de pacientes incluídos no estudo por sexo, raça e idade. 

População 

(n = 61) 

Sexo Raça Idade 

Machos Fêmeas De raça SRD* < 1 ano 2 a 8 
anos 

> 9 anos 

Saudáveis  

(n = 31) 

15 16 22 9 4 17 10 

Neoplásico 

(n = 30) 

9 21 23 7 0 6 24 

* sem raça definida (SRD) 

 

No grupo Saudável predominaram os cães de ambos os sexos com idades 

compreendidas entre dois e oito anos de idade, enquanto no grupo Neoplásico 

predominou as fêmeas com mais de nove anos de idade.  

A Tabela 4 apresenta o número de pacientes com neoplásico por tipo de 

neoplasia, o número de amostras de cada tipo de neoplasia e o método de 

diagnóstico. Os tumores mais frequentes foram os esplênicos (nove amostras), os de 

mama (cinco amostras) e os lipomas (quatro amostras). Os pacientes com neopalsias 

não receberam nenhuma terapêutica oncológica antes da colheita de sangue. Sete 

doentes com sintomas clínicos sugestivos de tumores foram excluídos da análise dos 

dados por falta de resultados confirmatórios por biópsia ou imagiologia. 
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Tabela 4: Número de pacientes diagnosticados por biópsia histopatológica, imagem e o 

número de amostras de soro colhidas por paciente. 

Tipo de neoplasia Número de 
pacientes 

Número de 
amostras de 

soro 

Diagnóstico 

Melanoma amelânico 1 3 Histopatológico 

Carcinoma mama 2 3 Histopatológico 

Mesotelioma 1 1 Histopatológico 

Adenoma Hepático 1 1 Histopatológico 

Histiocitoma 1 1 Histopatológico 

Lipoma 1 2 Histopatológico 

Mastocitoma 1 1 Histopatológico 

Sarcoma tecidos mole grau II 3 3 Histopatológico 

Carcinoma células escamosas  2 3 Histopatológico 

Sugestivo de hemangiosarcoma 
esplênico  

5 9 US 

Sugestivo de tumor cerebral 3 4 Raios-X, US, TC 

Sugestivo de cisto renal  2 2 US 

Sugestivo de tumor pâncreas 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 Clínico 

Total 30 41  

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

Os componentes do sistema de espectroscopia Raman de bancada 

apresentados na Figura 9 (modelo Dimension P1, Lambda Solutions Inc., Waltham, 

MA, EUA) são: o laser, utilizado para a excitação das moléculas, que por meio de um 

feixe de fótons monocromáticos e colimados, bombardeia o tecido ou fluido biológico, 

a fim de induzir a polarização das moléculas do material, O espectrômetro Raman 

possui um laser com excitação de 830 nm, potência máxima de saída de 350 mW, um 

porta amostras de alumínio, utilizado como receptáculo das amostras de soro, que por 

meio de uma micropipeta (modelo P200, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, 

EUA) é adicionado 80 L a cada poço do porta amostras; o cabo de fibras ópticas 

com a sonda Raman (modelo Vector Probe, Lambda Solutions Inc.), que foi acoplado 

ao espectrômetro e foi usado para excitação e excitação e coleta de sinal 

retroespalhado pela amostra; e espectrógrafo com grade de difração de 1200 

linhas/mm e e câmera CCD de 1340x100 pixels refrigerada por elemento 

termoelétrico (–75 ºC). A aquisição dos espectros foi realizada no software RamanSoft 

(versão 1.6, Lambda Solutions Inc.) instalado em um microcomputador notebook Dell 

Inspiron com Windows 7. O espectrômetro tem uma resolução de 2 cm-1 na faixa 

espectral útil de 400 a 1800 cm-1.  

 

  
 

Figura 9: (A) Diagrama esquemático do espectrômetro Raman dispersivo: laser de excitação, 

sonda Raman, porta-amostra, espectrógrafo com grade de difração, câmera CCD e aquisição 

de dados pelo computador. (B) Foto do espectrômetro na bancada do laboratório (modelo 

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

Antes da coleta dos espectros, as amostras de soro foram descongeladas 

passivamente e uma alíquota de 80 μL de cada amostra foi pipetada em um orifício de 

um porta amostra de alumínio utilizando uma micropipeta para distribuição do soro. A 

sonda Raman foi acoplada ao espectrômetro para a excitação e a coleta dos 

espectros, que foram adquiridos em quintuplicata para fins estatísticos e tempo de 

exposição definido para 3 s com 10 acumulações (30 s total). Após a coleta, ruídos 

decorrentes de raios cósmicos foram removidos manualmente e os espectros foram 

submetidos a um pré-processamento com a finalidade de corrigir a linha de base 

(devido principalmente à autofluorescência), sendo empregado um polinômio de 

ordem 7 que foi ajustado e subtraído de cada espectro na faixa espectral entre 400 e 

1800 cm-1. Os espectros foram então normalizando pela área sob a curva (norma 1) 

(Lash, 2012).  

O pré-processamento foi realizado utilizando uma rotina desenvolvida no 

software MATLAB (versão 2007a, The MathWorks Inc., Natick, MA, EUA). A 

verificação da calibração do deslocamento Raman foi realizada no início do 

experimento, com a aquisição do espectro do naftaleno e a verificação da posição das 

bandas, e a correção da resposta espectral do espectrômetro e sonda foi realizada 

obtendo-se o espectro de uma lâmpada de tungstênio com intensidade calibrada, 

procedimentos descritos em Silveira et al. (2002). A Figura 10 apresenta os espectros 

de duas amostras de soro de cães (saudável e com câncer) sem o tratamento de 

remoção do sinal de fundo e com o tratamento de remoção do sinal, evidenciando o 

pico da vibração de respiração do anel aromático da fenilalanina em 1004 cm-1, onde 

ficou demonstrado que a calibração do equipamento em termos de deslocamento 

Raman é preciso, e que a aplicação da correção da linha de base por polinômio de 

ordem 7 não altera a posição deste pico. 
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Figura 10: Espectros de duas amostras de soro de cães, uma de cão saudável e outra de cão 

com neoplasia, antes e após a subtração e remoção da linha de base. Os espectros foram 

deslocados para melhor visualização. 

 

Os espectros médios de cada grupo (Saudável e Neoplásico) foram calculados 

e plotados em software Microsoft Excel com abscissas entre 400 e 1800 cm-1, 

indicando o deslocamento Raman, suas diferenças foram observadas e os seus picos 

mais evidentes foram marcados para comparação visual e identificação das 

diferenças nas intensidades dos picos Raman que caracterizam as diferenças de 

constituição entre os grupos e subsequente análise estatística. 

 

3.6. Análise de variância e teste t de Student 

A análise de variância (ANOVA) é adequada para identificar diferenças entre as 

médias populacionais devido a várias causas atuando simultaneamente sobre os 

elementos da população (Costa Neto, 2002). Essa análise busca investigar se 

existem diferenças estatisticamente significativa entre as médias dos grupos 

estudados e se os fatores analisados exercem influência em alguma variável 

dependente (Sampaio, 2002). 

Para tanto, foi aplicado o teste t de Student que verificou a significância 

estatística em aceitar ou rejeitar a hipótese nula (hipótese de igualdade na média 

entre duas populações) quando as amostras seguem distribuição normal, porém com 

variância desconhecida. Admitindo-se o nível de significância de 5% (valor de p < 

0,05) e determinando os picos com diferenças significativas e as relações com as 

diferenças na composição bioquímica entre os grupos, foram identificadas as 

possíveis diferenças no perfil bioquímico dos dois grupos (Saudável e Neoplásico) 
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medidos no soro sanguíneo. Quando há diferenças significativas entre os grupos 

amostrais (p < 0,05), rejeita-se a hipótese nula (igualdade) e aceita-se a hipótese 

alternativa, sugerindo que as médias provêm de populações distintas.  

 

3.7. Análise estatística e análise exploratória por PCA 

A análise exploratória foi realizada com a PCA para identificar nos Score 1 a 

Score 8 os picos de compostos bioquímicos presentes no soro e determinar se há 

diferenças estatisticamente significativas nas intensidades dos PCs entre os grupos 

Saudável e Neoplásico, sugerindo uma classificação baseada nas diferenças na 

constituição bioquímica entre os grupos e na presença de biomarcadores neoplásicos 

ou ausência de algum biomarcador no grupo Neoplásico. As intensidades dos PCs 

foram avaliadas estatisticamente para indicar a significância estatística da hipótese de 

igualdade na média das intensidades dos PCs entre o grupo Saudável e Neoplásico 

(hipótese nula – H0), com aceitação (p > 0,05) ou rejeição (p < 0,05) da hipótese nula 

(que representa a igualdade na média das intensidades dos PCs nos grupos 

referidos), sendo as diferenças consideradas significativas quando p < 0,05 (Vargas-

Obietá et al., 2016).  

Foi aplicado o teste para verificar a normalidade da distribuição das 

intensidades dos PCs através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Nos PCs com 

distribuição gaussiana foi aplicado o teste t de Student, e nos PCs com distribuição 

não 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 obtenção de conclusões baseadas em cálculos estatísticos, com alto 

grau de confiança (Neyman, 1937; Raju, 2005). A PCA foi calculada utilizando a rotina 

“princomp.m” no software Matlab (versão 2007a, The MathWorks Inc., Natick, MA, 

EUA) e a análise estatística aplicada nos PCs foi feita usando o software Instat 

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

 

3.8. Análise discriminante baseada em PLS 

A regressão PLS é uma técnica estatística multivariada usada como análise 

discriminante (PLS-DA) para classificar amostras com muitas variáveis (Nguyen; 

Rocke, 2002). O objetivo é classificar amostras com base na covariância calculada 

entre as variáveis preditoras (os espectros) e as respostas (o 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 variação nas 

informações presentes nos espectros Raman, que estão correlacionadas com o 

grupo, e a variação é usada para classificação. O modelo PLS-DA foi usado para 

classificar os espectros nos grupos Saudável e Neoplásico, em que as variáveis 

preditoras variáveis preditoras são o conjunto de dados de espectros Raman e as 

respostas são os grupos a serem discriminados: Saudável (grupo # 1) e Neoplásico 

(grupo # 2). O modelo empregou a validação cruzada “leave-one-out”, em que um 

espectro de uma amostra é aleatoriamente retirado do conjunto de dados, a 

covariância do conjunto de dados com n – 1 espectros é estimada, e o grupo no qual 

o espectro excluído pertence é previsto. Portanto, todos os espectros foram testados 

um a um em n modelos. O número de variáveis latentes (VLs) usadas no modelo 

PLS-DA é o número que apresenta a maior acurácia de discriminação entre os dois 

grupos.  

Os resultados da classificação foram apresentados em uma tabela de 

contingência. Foi calculada a Sensibilidade, a Especificidade e a Acurácia de 

discriminação analisando os mesmos na forma “por espectro” (“spectrum-wise”), ou 

seja, cada espectro representou um diagnóstico em um dos grupos, e na forma “por 

paciente” (“patient-wise”), onde o resultado da classificação de um paciente é o 

resultado da classificação 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 cães 

Foram coletados espectros Raman do soro sanguíneo de 68 cães (31 

clinicamente saudáveis e 37 diagnosticados com câncer). Das 37 amostras de soro 

sanguíneo de cães com neoplasia obtida para este estudo, foram excluídas sete 

amostras de pacientes com sintomas clínicos sugestivos de neoplasia, porém suas 

necropsias indicaram óbito em decorrência de neoplasias, porém não possuíam 

resultado confirmatório por biópsia ou imagem (Tabela 4), resultando em 154 

espectros no grupo Saudável e 200 espectros no grupo Neoplásico. Após 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-1, atribuídos a proteínas séricas 

como a albumina e as globulinas (Lin; Koenig, 1976; Martínez-Espinosa et al., 2008; 

Parachalil et al., 2019). Estes picos podem ser considerados a “impressão digital” 

Raman dos constituintes do soro, que são semelhante às características Raman do 

soro humano (González-Solís et al., 2014b; Goulart et al., 2022; Lima et al., 2022; 

Martínez-Espinosa et al., 2008; Parachalil et al., 2019; Vargas-Obietá et al., 2016) e 

podem ser utilizados como biomarcadores (González-Solís et al., 2014b; Martínez-

Espinosa et al., 2009). Os picos de maior intensidade (1003, 1453 e 1656 cm-1) estão 

mais intensos no grupo Neoplásia, enquanto o pico em 455 cm-1 está mais intenso no 

grupo Saudável. 
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Figura 11: Espectros Raman médios do soro sanguíneo de cães dos grupos Saudável e 

Neoplásico e o espectro de diferença (Neoplásico – Saudável). O espectro de diferença foi 

ampliado (X2) para melhor visualização. As características positivas no espectro de diferença 

representam os picos que são mais intensas nos espectros do grupo Neoplásico do que nos 

espectros do grupo Saudável. A sombra nos espectros médios representa o desvio padrão em 

cada número de onda. 

 

O espectro de diferença entre os dois grupos (Neoplásico – Saudável) 

observados na Figura 11 apresentou picos aos quais se aplicou o teste t para a 

identificação de diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05), onde as maiores 

diferenças foram observadas nas bandas com picos positivos em 1132, 1342, 1368 e 

1453 cm-1, que podem ser atribuídos a proteínas e/ou aminoácidos, indicando 

concentrações mais elevadas no grupo neoplásico, os picos negativos em 451 cm-1, 

atribuídos ao triptofano (KRAFT et al., 2005) e em 1441 cm-1, atribuídos a lipídeos 

(González-Solís et al., 2014b; Kraft et al., 2005; Vargas-Obieta et al., 2016), sugerem 

concentrações mais elevadas destes biocomponentes no grupo Saudável. As 

características espectrais negativas/positivas em 617/624, 1000/1006 e 1028/1034 

cm-1 sugerem a ocorrência de um desvio à direita ou desvio para o vermelho (“red 

shift” – frequências vibracionais mais elevadas) dos picos em 621, 1003 e 1032 cm-1, 

atribuídos a fenilalanina/tirosina (De Gelder et al., 2007; Fischer; Hans, 1992; Kuhar et 

al., 2021), e este desvio para o vermelho está presente nos espectros do grupo 
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Neoplásico. Uma análise mais pormenorizada deste desvio para a o vermelho é 

apresentada na análise exploratória na sequência após a Tabela 5, onde estão 

descritas as atribuições dos picos observados no espectro da diferença entre os 

grupos (Saudável – Neoplásico). 

O espectro da diferença entre os grupos Saudável e Neoplásico também foi 

calculado e os picos da diferença também foram anotados e as posições dos picos 

Raman foram atribuídas de acordo com a literatura (González-Solís et al., 2014b; 

Lima et al., 2022; Martínez-Espinosa et al., 2009; Silva et al., 2018) para determinar a 

diferença na composição bioquímica do soro de ambos os grupos.  

 

Tabela 5. Posições dos picos das amostras de soro sanguíneo de cães observados no 

espectro de diferença entre o grupo Saudável e o grupo Neoplásico (Figura 11), as atribuições 

conforme descrição dos picos e compostos bioquímicos na literatura (De Gelder et al., 2007; 

González-Solís et al., 2014(a,b); Lima et al., 2022; Martínez-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 indicação de presença dos picos nos grupos Saudável e/ou 

Neoplásico.  

Banda Raman  

(cm-1) 

Atribuição Grupo 

455 (PC4) Triptofano Saudável 

485 (PC6) Proteínas, PCR Saudável 

612 (PC8) Lipídeos Saudável 

756 (PC5) Hemoglobina Saudável 

763 (PC4) Triptofano Saudável 

945 (PC7) Proteínas, Aminoácidos Saudável 

974 (PC7) Proteínas, Aminoácidos Saudável 

1028 (PC3) Fenilalanina Saudável 

1135 (PC6) Hemoglobina Saudável 

1087 (PC8) Lipídeos, Fosfolipídeos Saudável 

1227 (PC6) Amida III, Triptofano Saudável 

1229 (PC5) Hemoglobina Saudável 

1240 (PC4) Triptofano Saudável 

1268 (PC8) Lipídeos Saudável 

1361 (PC4) Triptofano Saudável 

1441 (PC3/PC8) Lipídeos – CH2, CH3 Saudável 

1453 (PC6) Albumina – CH2, CH3 Saudável 
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Banda Raman  

(cm-1) 

Atribuição Grupo 

1501 (PC4) Triptofano Saudável 

1551 (PC5) Hemoglobina Saudável 

1557 (PC6) Triptofano Saudável 

1562 (PC5) Hemoglobina Saudável 

1584 (PC5) Hemoglobina Saudável 

1623 (PC5) Tirosina Saudável 

1658 (PC3) Lipídeos – C=C Saudável 

1669 (PC4) Triptofano Saudável 

883 (PC6/PC7) PCR Saudável/Neoplásico 

959 (PC6) Hemoglobina – (CH2)  ? 

514 (PC4) Triptofano, Hemoglobina Neoplásico 

517 (PC1) Serina, Hemoglobina Neoplásico 

569 (PC4) Proteínas, Hemoglobina Neoplásico 

617 (PC3) Fenilalanina [t(C–C)], Tirosina, Triptofano Neoplásico/RS# 

621 (PC1) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplásico/RS# 

624 (PC3) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplásico/RS# 

639 (PC3) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplásico/RS# 

642 (PC1) Tirosina [(anel aromático)] Neoplásico 

645 (PC3) Fenilalanina, Tirosina, Triptofano Neoplásico/RS# 

676 (PC4) Hemoglobina, Glutationa Neoplásico 

759 (PC1) Triptofano [(anel aromático)], Albumina, Globulina Neoplásico 

760 (PC2/PC3) Triptofano, Tirosina Neoplásico 

839 (PC1) Triptofano, Tirosina Neoplásico 

857(PC1) Albumina Neoplásico 

880 (PC2) Triptofano Neoplásico 

882 (PC1/PC8) Lipídeos Neoplásico 

900 (PC8) Proteínas, Aminoácidos Neoplásico 

901 (PC4) Proteínas, Hemoglobina Neoplásico 

904 (PC1) Proteínas, (C–C)  Neoplásico 

940 (PC1) Lipídeos, (C–C), α-hélice Neoplásico 

948 (PC4) Proteínas, Hemoglobina Neoplásico 

950 (PC8) Lipídeos – (C–C) Neoplásico 

1000 (PC3/PC5) Fenilalanina Neoplásico 

1001 (PC6) Fenilalanina, Triptofano Neoplásico/RS# 

1003 (PC1) Fenilalanina, Triptofano Neoplásico 
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Banda Raman  

(cm-1) 

Atribuição Grupo 

1004 (PC2/PC4) Fenilalanina, Hemoglobina Neoplásico 

1005 (PC6/PC8) Proteínas, Aminoácidos Neoplásico/RS# 

1006 (PC3/PC5) Fenilalanina – anel aromático Neoplásico/RS# 

1011 (PC2) Fenilalanina Neoplásico 

1014 (PC7) Fenilalanina, Glutationa Neoplásico 

1032 (PC1) Fenilalanina Neoplásico 

1035 (PC3) Fenilalanina Neoplásico 

1130 (PC1) Lipídeos, Leucina Neoplásico 

1132 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplásico 

1161 (PC1) Proteínas, Aminoácidos Neoplásico 

1211 (PC8) Proteínas, Aminoácidos Neoplásico 

1221 (PC1) Triptofano, Serina Neoplásico 

1234 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplásico 

1244 (PC2) Amida III Neoplásico 

1252 (PC7) Albumina Neoplásico 

1270 (PC1) Amida III Neoplásico 

1304 (PC3/PC4) Lipídeos – CH2, βCH3, Hemoglobina Neoplásico 

1312 (PC1) Triptofano Neoplásico 

1343 (PC8) Proteínas, Aminoácidos Neoplásico 

1403 (PC2) Glutationa Neoplásico 

1416 (PC8) Proteínas, Aminoácidos Neoplásico 

1438 (PC4) Proteínas, Hemoglobina Neoplásico 

1452 (PC1) Fosfolipídeos, Albumina Neoplásico 

1454 (PC2) CH2, C–N–H Neoplásico 

1466 (PC2) CH2, CH3 Neoplásico 

1555 (PC1) Proteínas Neoplásico 

1566 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplásico 

1567 (PC4) Proteínas, Hemoglobina Neoplásico 

1621 (PC4) Proteínas, Hemoglobina Neoplásico 

1622 (PC3) Triptofano, Tirosina Neoplásico 

1662 (PC1) Albumina Neoplásico 

1680 (PC2) Amida I – α-hélice Neoplásico 

H – grupo Saudável; C – grupo Câncer; DNA – ácido desoxirribonucleico 
* Posições dos picos baseadas nos picos observados em espectroscopia Raman amplificada 
por superfície (SERS) 
# RS – “red shift” 

Símbolos para vibrações:  – alongamento, β – flexão, t – torção,  – deformação. 
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A PCA foi utilizada na análise exploratória com a finalidade de identificar as 

variáveis espectrais que apresentavam diferenças entre os grupos, através das 

variáveis Scores e PCs dos componentes principais. A sua interpretação se concentra 

em identificar se os picos marcados nos componentes principais estão acima ou 

abaixo do eixo “zero” e compará-los com seus respectivos Scores (grupo Saudável e 

Neoplásico). Picos positivos com Scores positivos, assim como picos negativos com 

Scores negativos, revelam que determinado componente bioquímico apresenta alta 

concentração na amostra estudada, enquanto picos positivos com Scores negativos e 

vice-versa demonstram que o componente bioquímico, atribuído em tal posição do 

deslocamento Raman, se apresenta em baixa concentração. 

As características espectrais apresentadas nos primeiros oito Scores foram 

correlacionadas com os compostos bioquímicos séricos de acordo com a literatura. As 

primeiras oito variáveis da PCA são mostradas na Figura 12 e representaram 98,2% 

da variância 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 gráficos das oito primeiras variáveis de componentes 

principais: Scores e PCs. Para PCs com distribuição gaussiana (PC5, PC6 e PC8), foi 

aplicado o teste t e para os PCs com distribuição não gaussiana (PC1, PC2, PC3, 

PC4 e PC7), foi aplicado o teste de Mann-Whitney. Para aceitação da hipótese nula 

foi considerado o valor de p > 0,05, e para rejeitar a hipótese nula (H0) foi considerado 

o valor de p < 0,05. 

As características espectrais que apareceram nos Scores podem ser atribuídas 

aos constituintes do soro, tais como albumina, globulinas, outras proteínas séricas, 

aminoácidos e lipídeos. As intensidades dos PCs mostraram diferenças significativas 

entre os grupos para PC3, PC4, PC5 e PC7 (teste t, p < 0,05), enquanto PC2 (teste 

de Mann-Whitney), PC6 e PC8 (teste t com correção de Welch) não mostraram 

diferenças estatisticamente significativa (NS = diferença não significativa, p > 0,05). O 

Score com picos positivos e os componentes principais PCs positivos sugerem que os 

constituintes bioquímicos estão em concentração elevada no grupo em questão, e o 

Score com picos positivos e PCs negativos (e vice-versa) sugere que os constituintes 

bioquímicos estão em concentração reduzida no grupo em questão. A Figura 12 

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

características em Scores podem ser atribuídas à constituintes do soro: albumina, globulinas, 

proteínas, aminoácidos e lipídeos. As intensidades dos PCs mostraram diferenças 

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 correção de Welch) não mostraram 

diferenças estatisticamente significativas (NS = diferença não significativa, p > 0,05). 

 

O Score 1 (Figura 13 mostrou características espectrais dos constituintes 

proteicos do soro sanguíneo, principalmente albumina e globulinas, com picos 

característicos da albumina em 857, 1452 e 1662 cm-1 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 posições dos picos atribuídos às 

globulinas são semelhantes às 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 concentração significativamente maior de albumina no grupo Câncer em relação 

ao grupo Saudável (Mann-Whitney, p < 0,001). Por isto, a maior concentração de 

albumina encontrada no grupo Câncer é conflitante com os achados de estudos 

Raman em soro de pacientes com leucemia (Gonzáles-Solís et al., 2014b; Lima et al., 

2022; Silva et al., 2018) e câncer de colo de útero (González-Solís 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 

proteínas séricas (Rocha et al., 2010). A albumina está diretamente associada ao 

equilíbrio dos fluidos corporais e à boa saúde (Lima et al., 2021). As concentrações 

elevadas de albumina e seu espalhamento intenso podem dificultar a identificação de 

outros componentes espectrais de concentração menos abundante no soro 

sanguíneo (Parachalil et al., 2019). Níveis séricos de albumina abaixo de 3,0 g/dL 

poderiam determinar um fator preditivo de morte próxima (Lima et al., 2021). Estudos 

mostraram que a baixa concentração de albumina estava associada à baixa sobrevida 

e altas taxas de mortalidade em vários tipos de neoplasia, independentemente do 

escore corporal e da concentração de proteína C-reativa (PCR) (Duran et al., 2014; 

Lima et al., 2021).  
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Figura 13: Plotagem das variáveis Score 1 e PC1. A variável Score1/PC1 representa 96,8% 

da variação espectral presente nos dados e possui diferença 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-1, que podem ser atribuídos às proteínas e/ou 

aminoácidos com anéis aromáticos em 760 cm-1 (triptofano) (De Gelder et al., 2007; 

Eckersall; Bell, 2010; González-Solís et al., 2014(a,b); Lin-Vien et al., 1991; Silva et 

al., 2018), em 880 cm-1 (triptofano) (De Gelder et al., 2007), 1004 e 1011 cm-1 

(fenilalanina) (González-Solís et al., 2014(a,b); Silva et al., 2018), aminoácidos em 

1403 cm-1 (glutationa) (González-Solís et al., 2014(a,b)), proteínas em 1244 cm-1 

(amida III) (González-Solís et al., 2014(a,b)), em 1454 cm-1 (CH2 e C–N–H) 

(González-Solís et al., 2014(a,b); Silva et al., 2018), em 1466 cm-1 ( CH2/CH3) 

(Dingari et al., 2012; Lin; Koenig, 1976; Lin-Vien et al., 1991; Sandri, 2006) e 1680 cm-

1 (amida I – α-hélice) (Talari et al., 2015). O PC2 (Figura 14) apresentou intensidade 

próxima de zero e grande desvio padrão e não apresentou diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos (Mann-Whitney, p = 0,320), indicando que essas 

proteínas/aminoácidos apresentam grande variação entre os grupos, sugerindo, 

assim, que podem não estar associadas ao processo neoplásico e não seriam 

relevantes para a diferenciação dos grupos estudados.  
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Figura 14: Plotagem das variáveis Score 2 e PC2. A variável Score2/PC2 representa 0,6% da 

variação espectral presente nos dados e não possui diferença estatisticamente significativa 

entre os grupos (Teste Mann-Whitney, p = 0,320). 
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O Score 3 (Figura 15) indicou a existência 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-1 (características positivas/negativas 

semelhantes a “N” em 617/624, 639/645, 1000/1006, e 1028/1035 cm-1), picos estes 

atribuídos a aminoácidos que possuem um anel aromático como a fenilalanina, 

tirosina e triptofano, que ocorreu no grupo câncer. Os picos positivos em 1304, 1441 e 

1658 cm-1 podem ser atribuídos a lipídeos: em 1304 cm-1 (CH3/CH2) (de Gelder et al., 

2007), em 1441 cm-1 (CH3/CH2) (Banerjee; Zhang, 2007; González-Solís et al., 

2014(a,b); Vargas-Obieta et al., 2016) e em 1658 cm-1 (C=C) (González-Solís et al., 

2014(a,b); Kraft et al., 2005; Silva et al., 2018). Os picos negativos em 760, 1132, 

1234, 1566 e 1622 cm-1 podem ser atribuídos a aminoácidos (triptofano e tirosina) 

(González-Solís et al., 2014(a,b); Lima et al., 2022; Silva et al., 2018). O PC3 (Figura 

15) apresentou uma diferença estatisticamente significativa entre os grupos (Mann-

Whitney, p < 0,001), sugerindo maior concentração de lipídeos no grupo Saudável, 

com a presença do “red shift” e maior concentração de aminoácidos (triptofano e 

tirosina) no grupo neoplásicos. No caso da fenilalanina, os picos em 621, 1003 e 1032 

cm-1 estão relacionados com os movimentos vibracionais das cadeias laterais e 

apresentam uma constância do número de onda ao passar do monômero para o 

peptídeo e a proteína (Hernández et al., 2013). As intensidades dos picos da 

fenilalanina em 621 e 1003 cm-1 são sensíveis à hidratação/hidrofilicidade do 

solvente, devido à interação do solvente com a nuvem de elétrons  do anel 

benzênico substituído (Kuhar et al., 2021) e os picos em 1032 e 1004 cm-1 são 

sensíveis ao pH devido à protonação (Fischer; Hans, 1991), mas sem alteração da 

posição do número de onda. O desvio para o vermelho pode sugerir uma alteração 

conformacional nas proteínas (dobra de estruturas secundárias e terciárias) devido ao 

pH e à protonação, por exemplo, ou mesmo ligações que ocorrem em locais próximos 

do anel aromático destes aminoácidos, onde as frequências das bandas dos resíduos 

da cadeia lateral do aminoácido são deslocadas para o lado direito do espectro 

(“vermelho”) devido a estas ligações.  

Apesar da constância do número de onda da banda na passagem do 

monômero (fenilalanina) para o peptídeo (somatostatina) e para a proteína (albumina 

de soro bovino), observada no estudo de Hernández et al. (2013), pode-se sugerir-se 

que as proteínas têm picos com maior energia em comparação com os aminoácidos, 

embora as diferenças possam ser muito sutis (Figura 15). Estas alterações, mesmo 
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que sutis na posição destes picos, podem ser prontamente detectadas por um 

espectrógrafo Raman de alta resolução nesta faixa de números de onda (400 a 1000 

cm-1).  
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Figura 15: Plotagem das variáveis Score3 e PC3. A variável Score3/PC3 representa 0,4% da 

variação espectral presente nos dados e possui diferença estatisticamente significativa entre 

os 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-1 que podem ser atribuídos às proteínas e aminoácidos (De 

Gelderet al., 2007; González-Solís 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-1 podem ser atribuídos às 

proteínas, particularmente à hemoglobina (Atkins et al., 2017; Bankapur et al., 2010). 

O PC4 (Figura 16) apresentou uma diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos (Mann-Whitney, p < 0,001), sugerindo maior concentração de proteínas e 

aminoácidos no grupo saudável e maior concentração de hemoglobina no grupo 

Neoplásico, o que pode sugerir a ocorrência de hemólise nestas amostras. A 

diminuição da concentração de proteínas/aminoácidos no soro de pacientes com 

neoplasia pode estar relacionada com alterações no metabolismo das proteínas 

musculares, que resultam na perda de massa muscular induzida pelo tumor (Sandri, 

2006). A anemia hemolítica é devida a duas condições, primeiro por um agente 

oxidante devido à quebra do metabolismo antioxidativo do eritrócito, formando 

metemoglobina, responsável pela desnaturação proteica, e ainda de origem micro 

angiopática, onde o eritrócito é fragmentado por alterações na microvasculatura, 

formando trombo (Fighera, 2008).  
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Figura 16: Plotagem das variáveis Score 4 e PC4. A variável Score4/PC4 representa 0,4% da 

variação espectral presente nos dados e possui diferença estatisticamente significativa entre 

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

 

O Score 5 (Figura 17) mostrou o desvio para o vermelho do pico a 1003 cm-1 

(característica “N” a 1000/1006 cm-1), que é semelhante ao Score 3. Os picos 

positivos em 756, 1229, 1551, 1562, 1584 e 1623 cm-1 podem ser atribuídos à 

hemoglobina (Bankapur et al., 2010). O PC5 (Figura 17) apresentou uma diferença 

estatisticamente significativa (teste t, p < 0,01), confirmando a ocorrência de desvio 

para o vermelho no grupo Neoplasico e sugerindo que pode ter ocorrido hemólise no 

grupo saudável em resultado do processamento da amostra, pois uma rotação 

elevada durante a centrifugação pode promover a hemólise. Também houve maior 

concentração de hemoglobina e lipídeos no grupo saudável, evidenciada pelo pico em 

756 cm-1. 
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Figura 17: Plotagem das variáveis Score5 e PC5. A variável Score5/PC5 representa 0,2% da 

variação espectral presente nos dados e possui diferença estatisticamente significativa entre 

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

 

O Score 6 (Figura 18) mostrou picos remanescentes do “red shift” do pico em 

1003 cm-1 (característica espectral tipo “N” em 1001/1005 cm-1). Os picos negativos 

em 485, 883, 1135, 1227, 1453 e 1557 cm-1 podem ser atribuídos às proteínas 

(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-1 podem ser atribuídos à PCR 

(Bergholt; Hassing, 2009; Lin-Vien et al., 1991). O PC6 (Figura 18) não apresentou 

diferença estatisticamente significativa (teste t, p = 0,8315), com intensidade próxima 

de zero e desvio padrão grande, não sendo relevante para a diferenciação dos 

grupos. 
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Figura 18: Plotagem das variáveis Score 6 e PC6. A variável Score6/PC6 representa 0,2% da 

variação espectral presente nos dados e não apresentou diferença estatisticamente 

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

 

O Score 7 (Figura 19) demonstrou picos positivos em 883, 1014 e 1252 cm-1, 

que podem ser atribuídos à PCR (Bergholt; Hassing, 2009) e picos negativos em 945 

e 974 cm-1, que podem ser atribuídos às proteínas e aminoácidos (González-Solís et 

al., 2014(a,b); Silva et al., 2018). O PC7 apresentou diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos (Mann-Whitney, p < 0,0001), sugerindo uma maior 

concentração de PCR no grupo com neoplasia e a já observada maior concentração 

de proteínas/aminoácidos no grupo saudável. 
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Figura 19: Plotagem das variáveis Score7 e PC7. A variável Score7/PC7 representa 0,2% da 

variação espectral presente nos dados e possui diferença estatisticamente significativa entre 

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

 

O Score 8 (Figura 20) apresentou picos positivos em 612, 882, 1087, 1268 e 

1441 cm-1, atribuídos a lipídeos (González-Solís 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-1, atribuídos a proteínas/aminoácidos (González-Solís et 

al., 2014(a,b); Lin-Vien et al.,1991; Pichardo-Molina et al., 2007; Silva et al., 2018). O 

PC8 não apresentou diferença estatisticamente significativa entre os grupos (teste t 

com correção de Welch, p = 0,3522), com intensidades próximas a zero e grande 

desvio padrão, sugerindo não haver relevância para a diferenciação dos grupos. 
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Figura 20: Plotagem das variáveis Score8 e PC8. A variável Score8/PC8 representa 0,1% da 

variação espectral presente nos dados e não possui diferença estatisticamente significativa 

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

 

Foi aplicado o teste t (p < 0,05) nos picos dos espectros médios dos grupos 

neoplásico e saudável para definição das diferenças estatisticamente significativas 

entre si, conforme apresentados na Figura 12. As maiores diferenças se encontram 

nos picos em 455, 506, 621, 642, 757, 853, 939, 1003, 1032, 1130, 1209, 1272, 1315, 

1344, 1360, 1453 e 1656 cm-1. Os picos 880, 1004, 1011, 1244, 1403, 1454, 1466 e 

1680 cm-1 mostram uma intensidade próxima de zero e um grande desvio padrão, não 

apresentando diferença estatisticamente significativa entre os grupos (Mann-Whitney, 

p = 0,320). Os picos em 485, 883, 1135, 1227, 1453 e 1557 cm-1 também não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa (teste t, p = 0,8315), com 

intensidade próxima de zero e grande desvio padrão. Da mesma forma os picos 511, 

612, 882, 900, 1005, 1087, 1211, 1268, 1343, 1416 e 1441 cm-1 não apresentaram 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos (teste t com correção de 

Welch, p = 0,3522), com intensidades próximas a zero e um grande desvio padrão. 

Esses resultados não significativos sugerem que esses picos, associados 

principalmente a proteínas/aminoácidos, variaram dentro dos grupos, sugerindo, 

assim, que podem não estar associadas ao processo neoplásico e não foram 

relevantes para a diferenciação dos grupos estudados.  



 74 

As diferenças mais relevantes e que foram observadas nos picos em 1132, 

1342, 1368 e 1453 cm-1 sugerem concentrações mais elevadas de proteínas e/ou 

aminoácidos no grupo Neoplásico (albumina e globulinas) e nos picos em 451 cm-1 

(triptofano) no grupo Saudável (De Gelder et al., 2007; González-Solís et al., 

2014(a,b) e 1441 cm-1 (lipídeos) (Kraft et al., 2005; González-Solís et al., 2014a; 

Vargas-Obieta et al., 2016), que sugerem concentrações mais elevadas de triptofano 

e lipídeos no grupo Saudável, e a ocorrência de desvio para o vermelho nos picos em 

621, 1003 e 1032 cm-1 (fenilalanina) (González-Solís et al., 2014(a,b); Hernández et 

al., 2013; Lima et al., 2022; Martínez-Espinosa et al., 2008; Parachalil, et al., 2019) 

(características “N” em 617/624, 1000/1006 e 1028/1034 cm-1) no grupo Neoplásico, 

sugerindo uma alteração na conformação da proteína e/ou ligação perto do anel 

aromático em resíduos de aminoácidos no grupo Neoplásico.  

Lima et al. (2022) observaram nos espectros Raman do soro de crianças e 

adolescentes que um deslocamento para o vermelho (“red shift”) dos picos dos 

aminoácidos contendo anéis aromáticos apareceu no grupo de câncer, sugerindo que 

esse deslocamento para números de onda mais altos caracteriza alterações 

neoplásicas. Observaram também que as proteínas (principalmente a albumina), os 

aminoácidos e os carotenoides apresentavam-se em maior intensidade no grupo 

normal em relação aos grupos leucêmicos e outros cânceres, discordando dos 

resultados obtidos neste estudo relativamente à albumina. A obtenção do proteoma 

sérico com a identificação das proteínas de fase aguda na inflamação é uma 

ferramenta importante nos testes de diagnóstico veterinário (Atherthon et al., 2013) 

uma vez que podem ocorrer alterações na composição e concentrações das proteínas 

plasmáticas no linfoma canino em comparação com indivíduos saudáveis, e valores 

aumentados de proteínas séricas que são comumente observados na inflamação 

devido ao câncer (Eckersal; Bell, 2010). 

Não foram observados picos de carotenoides na análise PCA, o que sugere 

que estes não desempenham um papel importante no diagnóstico de neoplasias em 

cães, provavelmente porque estes compostos não estão normalmente presentes na 

dieta destes animais.  

Em um estudo de espectroscopia Raman com soro e plasma humanos visando 

diagnóstico, Silva et al. (2018), González-Solís et al. (2014a) e González-Solís et al. 

(2014b) analisaram espectros Raman de plasma humano de doentes leucêmicos e 

saudáveis para identificar diferenças na bioquímica sérica relacionadas com a 
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leucemia. González-Solís et al. (2014b) analisaram espectros de soro sanguíneo 

humano de pacientes com câncer do colo do útero, pré-cancerosos e saudáveis, e 

identificaram picos de carotenoides com intensidade significativamente mais elevada 

em indivíduos normais em comparação com os neoplásicos. 

Munteanu et al. (2017) analisaram os espectros Raman (SERS) de dois 

fragmentos de tecidos mamários benignos e malignos em cães e demonstraram a 

presença de características espectrais de carotenoides nos tecidos benignos. 

 

4.2. Análise discriminante e modelos de classificação PLS-DA  

Os resultados da PLS-DA utilizando 7 VLs são apresentados na tabela de 

contingência (Tabela 6) e foram calculadas a sensibilidade, especificidade e acurácia 

para cada modelo construído que classificam os grupos Saudável X Neoplásico. Os 

melhores resultados foram obtidos com os modelos de classificação dos espectros de 

soro interpretados “por paciente” (“patient-wise”), com sensibilidade de 77%, 

especificidade de 77% e acurácia de 77%, que foi superior em comparação à 

classificação “por espectro” (“spectrum-wise”), que apresentou sensibilidade de 76%, 

especificidade de 81% e acurácia de 78%.  

 

Tabela 6: Tabela de contingência com os resultados da discriminação dos espectros Raman 

das amostras de soro de sangue de cães usando o modelo de discriminação baseado em 

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

respectivamente. 

Diagnóstico clínico Diagnóstico por Raman / PLS-DA (7 LVs) 

Por paciente Por espectro 

Saudável Neoplásico Saudável Neoplásico 

Saudável (n = 31 amostras de 31 
pacientes, n = 154 espectros) 

25 6 119 35 

Neoplásico (n = 41 amostras de 30 
pacientes, n = 200 espectros) 

10 31 46 154 

Sensibilidade % 77% 76% 

Especificidade % 77% 81% 

Acurácia (classificação correta) % 77% 78% 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Comparação dos dados dos espectros Raman do soro sanguíneo 

com outros estudos 

A fisiologia do soro sanguíneo dos mamíferos é complexa e semelhante entre 

as espécies, sendo constituída basicamente por água, sais inorgânicos e 

biomoléculas, incluindo proteínas, aminoácidos, lipoproteínas, vitaminas e glicose 

(Martínez-Espinosa et al., 2008; Parachalil et al., 2019) e que, está em consonância 

as pesquisas de oncologia comparativa entre cão e humano (Gardner et al.,2016; 

Reif, 2011; Pinello et al., 2022). 

Várias biomoléculas presentes nos tecidos e fluidos biológicos são sensíveis às 

alterações homeostáticas pré-cancerígenas e cancerígenas, o que pode facilitar o uso 

da espectroscopia Raman para o diagnóstico e monitoramento do câncer (González-

Solís et al., 2014a), uma vez que neoplasias aumentam as concentrações de 

proteínas (albumina e globulinas) (Martínez-Espinosa et al., 2008; Parachalil et al., 

2019). Este fato foi observado nos espectros Raman no soro dos cães obtidos no 

presente trabalho e apresentados na Figura 12. 

Em humanos, a análise molecular do soro sanguíneo pode fornecer 

informações sobre os processos metabólicos que ocorrem no organismo, e há um 

interesse crescente em utilizar a espectroscopia Raman para desenvolver sensores 

soro-específico para biomoléculas para diagnóstico e monitoramento (Martínez-

Espinosa et al., 2009). 

Barker; Rayens (2007) verificaram que as globulinas séricas apresentam perfil 

espectral semelhante ao da α-albumina sugerindo, portanto, que o aumento das 

características espectrais semelhantes à albumina no Score 1 pode ser devido ao 

aumento dessas proteínas, algumas delas associadas ao sistema de defesa do corpo, 

particularmente as imunoglobulinas. 

As posições dos picos Raman das globulinas são semelhantes às da albumina 

e estão descritas nas seguintes posições: em 857 cm-1 (tirosina), em 948 cm-1 (lipídeo 

– estiramento C–C), em 1002 cm-1 (fenilalanina – deformação =CbH2) em 1452 cm-1) 

– deformação CH2, em 1343 cm-1 (lipídeos e proteínas – deformação CH2); em1453 

cm-1 proteínas – deformação CH2 e em 1658 cm-1 (proteínas – amida I, conformação 

α-hélice), semelhantes às posições 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 correspondência similar aos encontrados no presente 

estudo, sendo indicados os seguintes picos relacionados à albumina e globulina nos 

espectros médios: 853, 939, 1003, 1344, 1453 e 1656 cm-1. Todavia, as posições dos 

picos não estão em consonância com os achados obtidos no soro de pacientes com 

leucemia (González-Solís et al., 2014a; Lima et al., 2022; Silva et al., 2018) e câncer 

de útero (González-Solís et al., 2014b). Em humanos, se os níveis séricos de 

albumina estiverem abaixo de 3,0 g/dL podem determinar um fator preditivo de morte 

próxima (Lima et al., 2021).  

Nas amostras de soro de cães obtidas no presente estudo, foi observado que a 

albumina e globulina estavam em maior intensidade no grupo Neoplásico, sugerindo 

maior concentração. De acordo com Oliveira et al., (2013) a síndrome Paraneoplásica 

compreende alterações hematológias mistas, como por exemplo, anemia, eritrocitose, 

leucopenia, leucocitose, trombocitopenia e principalmente a hipergamaglobulinemia. 

Ela é caracterizada pelo excesso na produção de imunoglobulinas por linfócitos ou 

plasmócitos, de maneira que o excesso de proteínas circulantes promove a 

hiperviscosidade sanguínea, hipóxia, entre outras, decorrente de linfomas, 

plasmocitomas ou leucemia linfocítica (Bergman, 2007; Mangieri, 2016). Os picos de 

fenilalanina estavam presentes em maior concentração nos Scores 2 e 3 localizado 

no grupo Neoplásico em concordância com Silva et al. (2018), que verificaram em 

seus resultados concentrações maiores de fenilalanina no grupo leucêmico, em que 

sua presença está relacionada à ativação do gene BCR-ABL oriundo do cromossomo 

Philadelphia, presente em uma classe de leucemias mieloides crônicas, mas que 

também tem sido identificada em leucemias agudas mieloides e linfoides (Colleoni et 

al., 1998; Levine; Gilliland, 2008; Schaffel; Simões, 2008). González-Solís (2019) 

verificou a presença da fenilalanina nos espectros de soro de pacientes com leucemia 

e com câncer de útero (cervix). Contudo, as concentrações de tirosina e triptofano se 

encontravam maiores no grupo saudável, diferindo dos resultados obtidos neste 

estudo. 

González-Solís et al. (2014a) demonstraram em seu estudo utilizando amostras 

de soro sanguíneo de indivíduos saudáveis e leucêmicos que os picos Raman em 

1338 cm-1 (triptofano, proteínas – α-hélice, fosfolipídeos), 1447 cm-1 (lipídeos), 1523 

cm-1 (β-caroteno), 1556 cm-1 (triptofano), 1587 cm-1 (proteínas, tirosina), 1603 cm-1 

(tirosina, fenilalanina) e 1654 cm-1 (proteínas – amida I, α-hélice, fosfolipídeos) e 

foram menos intensos nos leucêmicos em comparação aos indivíduos saudáveis. 
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Apesar de serem encontrados em humanos com leucemia, esses achados 

corroboram com o encontrado neste estudo, uma vez que visto que os picos na faixa 

de 1343, 1453 e 1656 cm-1 do presente estudo foram menos intensos no grupo 

Saudável em comparação ao grupo Neoplásico e maior concentração de albumina se 

encontram no grupo Câncer. González-Solís et al. (2014b) também analisaram 

espectros de soro sanguíneo humano de pacientes com câncer de útero, pré-câncer e 

saudáveis e identificaram picos de carotenoides com intensidade significativamente 

maior em indivíduos normais em comparação com os neoplásicos.  

Munteanu et al. (2017) analisaram os espectros Raman (SERS) de dois 

fragmentos de tecidos mamários benignos e malignos em cães e demonstraram a 

presença de características de carotenoides em tecidos benignos. No entanto, no 

presente estudo não foram observados picos de carotenoides na análise por PCA, 

sugerindo que eles não desempenham papel no diagnóstico de neoplasias em cães, 

provavelmente porque esses compostos não estão presentes na dieta desses 

animais. 

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman em soro de crianças e 

adolescentes para discriminar amostras normais de amostras de neoplasia leucêmica 

e não leucêmica, demonstrando picos de albumina sérica (852, 1452 e 1659 cm-1) 

contidas no soro de amostras do grupo normal estão em maior quantidade de 

albumina do que o soro de amostras leucêmicas e dos outros tipos de câncer, 

diferindo dos encontrados no presente estudo. Ocorreu um “deslocamento para o 

azul” (“blue shift” ou deslocamento para alta energia vibracional) em 1004 cm-1 (picos 

invertidos em 1002 e 1006 cm-1) e em 619 e 640 cm-1 (picos invertidos 619/625 e 

640/646 cm-1) das amostras do grupo leucêmico e outros tipos de neoplasias em 

relação ao grupo normal.  

No presente estudo, o Score 3 e o Score 5 apresentaram picos em 621, 642, 

1003 e 1032 cm-1 (características positivas/negativas semelhantes a “N” em 617/624, 

639/645, 1000/1006 e 1028/1035 cm-1) atribuídos a aminoácidos que contém anel 

aromático: fenilalanina, tirosina e triptofano. Estas moléculas estariam em maior 

concentração no grupo Neoplásico, que corrobora com os achados neste estudo pois 

ocorreu este desvio ou deslocamento da intensidade do pico para a região do 

vermelho, que sugere uma maior concentração de lipídeos no grupo Saudável e uma 

maior concentração de aminoácidos (triptofano e tirosina) no grupo Neoplásico.  
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Para a fenilalanina, os picos em 621, 1003 e 1032 cm-1 estão relacionados aos 

movimentos vibracionais da cadeia lateral e apresentam constância do número de 

onda ao passar do monômero para o peptídeo e para a proteína (Hernández et al., 

2013). As intensidades dos picos de fenilalanina em 621 e 1003 cm-1 são sensíveis à 

hidratação/hidrofilicidade do solvente, devido à interação do solvente com a nuvem de 

elétrons  do anel de benzeno substituído (Kuhar; Umapati, 2021). Os picos em 1032 

e 1004 cm-1 são sensíveis ao pH (devido à protonação) (Fischer; Hans, 1992), sem 

alteração na posição do número de onda. O desvio para o vermelho pode sugerir uma 

mudança conformacional nas proteínas (dobramento de estruturas secundárias e 

terciárias) devido ao pH e à protonação, por exemplo, ou mesmo ligações que 

ocorrem em locais próximos ao anel aromático desses aminoácidos, onde as 

frequências de banda do aminoácido os resíduos da cadeia lateral são deslocados 

para o lado direito (vermelho), por exemplo, ou mesmo ligações que ocorrem em 

locais próximos ao anel aromático desses aminoácidos, onde as frequências de 

banda do aminoácido os resíduos da cadeia lateral são deslocados para o lado direito 

(vermelho) do espectro devido a essas ligações. Embora o número de onda da banda 

permaneça constante ao passar do monômero (fenilalanina) para o peptídeo 

(somatostatina) e a proteína (albumina sérica bovina), como visto no estudo de 

Hernández et al. (2013).  

González-Solís et al. (2014a) verificaram que os picos Raman em 1338 cm-1 

(triptofano, proteínas – α−hélice, fosfolipídeos), 1447 cm-1 (lipídeos), 1523 cm-1 (β-

caroteno), 1556 cm-1 (triptofano), 1587 cm-1 (proteínas, tirosina), 1603 cm-1 (tirosina, 

fenilalanina) e 1654 cm-1 (proteínas – amida I, α-hélice, fosfolipídeos) foram menos 

intensos nos leucêmicos em comparação aos indivíduos saudáveis. Esses achados 

corroboram com os achados deste estudo, visto que os picos em 1304 cm-1 

(CH3/CH2), em 1441 cm-1 (CH3/CH2), e em 1658 cm-1 (C=C) foram mais intensos 

no grupo Saudável e a presença de “red shift” com uma maior concentração de 

aminoácidos (triptofano e tirosina) no grupo Neoplásico. 

Sandri (2006) relatou a ocorrência da diminuição da concentração de 

proteínas/aminoácidos no soro de pacientes com neoplasia pode estar relacionada a 

alterações 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-1, atribuídos em sua maioria à 

hemoglobina, componente molecular das hemácias. 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-1 e podem ser atribuídos a proteínas, onde a maior concentração de 

hemoglobina pode sugerir a ocorrência de hemólise em amostras dos grupos.  

Freitas (2018) relataram a ocorrência da ruptura das hemácias por erros 

técnicos de coleta, processamento, transporte e armazenamento, apontando a 

proporção de amostras veterinárias com presença significativa de hemólise como 

principal interferência nos resultados de análises bioquímicas de caninos. No presente 

estudo, foi citado no parágrafo anterior que a hemólise fora encontrada no grupo 

neoplasico, o que sugere que os picos em 756, 1229, 1551, 1562, 1584 e 1623 cm-1 

podem ser atribuídos à hemoglobina, indicando que a hemólise pode ter ocorrido no 

grupo Saudável devido ao processamento das amostras presentes no grupo 

Neoplásico.  

Bergholt; Hassing (2009) utilizaram a espectroscopia Raman de forma 

quantitativa para avaliar a presença da PCR plasmática humana, cuja presença pode 

ser atribuída a um biomarcador clínico de infecção bacteriana e dano tecidual. 

Quando presente no sangue, esta proteína tem sua concentração aumentada à 

medida que a inflamação está ocorrendo. As previsões quantitativas da PCR foram 

feitas por meio da PLS. Esses achados corroboram com os achados deste estudo nos 

picos em 1014 e 1252 cm-1, que foram atribuídos à PCR e que demonstraram uma 

maior concentração no grupo Neoplásico, sugerindo que devido à complexidade da 

doença, fatores inflamatórios estejam latentes. No grupo Saudável ocorreram picos 

em 945 e 974 cm-1 atribuídos a proteínas e aminoácidos.  

A obtenção do proteoma sérico (Atherthon et al., 2013) com a identificação de 

proteínas de fase aguda na inflamação é uma ferramenta importante nos testes de 

diagnóstico veterinário que ainda não são usualmente aplicados na rotina de exames 

que demonstrem alterações na composição e nas concentrações das proteínas 

plasmáticas, por exemplo, em cães com linfoma canino em comparação a cães 

saudáveis, concluindo que os valores aumentados de proteína são comumente 

observados na inflamação decorrente de neoplasias (Eckersall; Bell, 2010). Neste 

sentido, a espectroscopia Raman poderia verificar de forma complementar essas 

alterações bioquímicas em quantidade e qualidade e discriminar de acordo com essas 

alterações em que grupo se encontra o paciente, conforme obtido neste estudo em 

consonância aos achados espectroscópicos observados nos Scores 1 e 7. 
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Gonzáles-Solís et al. (2014b) utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA em 

soro humano para monitorizar doentes leucêmicos que estavam recebendo 

quimioterapia. Os autores identificaram diferenças em relação a componentes 

proteicos, aminoácidos e carotenoides que estavam presentes no grupo leucêmico, 

obtendo 100% de sensibilidade e especificidade através de validação cruzada “leave-

one-out”. Neste estudo, não foi verificado a presença de carotenoides em nenhum dos 

grupos estudados, o que poderia sugerir que o tipo de alimentação ou suplemento 

pudesse modificar esse componente bioquímico. 

Gonzáles-Solís et al. (2019) utilizaram a espectroscopia Raman e a PCA para 

determinar a composição bioquímica das amostras de soro através do método de 

aglomeração super paramagnética (ASP), discriminando as amostras de pacientes 

com diferentes tipos de neoplasia. Concluíram através do método ASP que, embora 

os tipos de neoplasias estudadas pareçam diferentes uns dos outros, os aspectos 

bioquímicos têm relações entre elas, uma vez que os espectros de leucemia possuem 

maiores semelhanças com o câncer do colo do útero, mantendo uma relação entre os 

três outros tipos de neoplasias de mama e de pulmão. 

Bronson (1982) demonstrou que a ocorrência de neoplasia em cães idosos é 

alta, sendo uma das principais causas de morte em cães. Cerca de 45% dos cães 

com mais de 10 anos, e 23% dos cães de todas as idades, morreram de câncer. Dos 

74% das amostras do presente estudo, verificou-se que no grupo Neoplásico havia 

mais fêmeas acima de 9anos de idade provenientes de cães de raça. As diferenças 

observadas entre os grupos analisados (Neoplásico x Saudável) não estavam 

atribuídas apenas à idade ou alterações relacionadas a ela, mas propriamente a 

presença de doença neoplásica, dado ao fato que esta doença pode afetar animais de 

diversas raças e idades, independente dos fatores etiológicos causais, sugerindo que 

não somente a idade ou o gênero podem modificar a presença de aminoácidos no 

soro. As observações de Oh; Cho (2023) relativos à oncologia comparativa, que 

objetivou analisar semelhanças e diferenças entre muitos tipos de cânceres que 

ocorrem espontaneamente em caninos e humana, uma vez que, o envelhecimento 

propicia a ocorrência de câncer serviram de embasamento para análise dos 

resultados. 

Chan et al. (2006) demonstraram que a bioquímica dos compostos plasmáticos 

humanos, como a lactato desidrogenase, é diferente em termos de gênero e idade 

dos participantes, demonstrando que a quantidade de proteína total e albumina não 
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diferiu significativamente entre os dois gêneros. Todavia, dependeu da idade, 

contrastando com Cheng et al.(2005) que demonstraram que a concentração de 

albumina no soro humano muda dependendo da idade e do gênero. 

De acordo com Felix (2019), de 48,39% das pacientes avaliadas com 

carcinoma de mama, 20% apresentaram hiperproteinemia e 20% hiperalbuminemia, 

sendo sugestivo de desidratação na síndrome paraneoplásica. Os linfomas podem 

causar hiperglobulinemia monoclonal ou policlonal, sendo a hiperalbuminemia 

resultante da hemoconcentração em decorrência da perda de água e da desidratação 

(Calazans, 2006; Eckersall; Bell, 2008; Semolin, 2016), as proteínas totais foram 

maiores em cães com linfoma, que relataram maior produção de globulinas em 

doenças inflamatórias e neoplásicas.  

Couto (2001) relatou a hiperproteinemia como uma anormalidade 

paraneoplásica que ocorre raramente e é secundária à produção de proteína 

monoclonal pelas células do linfoma, o que pode resultar em síndromes de 

hiperviscosidade. Vieira (2010) relatou que o linfoma em cães apresentava 

concentrações séricas de albumina mais baixas e concentrações de globulina mais 

altas quando comparado a cães saudáveis. Silva et al. (2023) relataram alterações 

como linfopenia, toxicidade de neutrófilos e hiperalbuminemia em um paciente com 

sarcoma histiocítico. 

Estes dados que relacionam a presença de albumina e proteínas em alta 

concentração sérica em pacientes oncológicos, como em carcinomas (Felix, 2019), 

linfomas (Calazans, 2006; Couto, 2001; Eckersall; Bell, 2008; Semolin et al, 2016) e 

em sarcoma histiocítico (Silva et al., 2023) corroboram com os achados clínicos e 

dados obtidos nos picos apresentados nos Scores 1, 3, 4, 5 e 7 com alta 

concentração de albumina e proteínas, o Score 4 e 5 em particular com presença de 

hemoglobinas e hemólise na configuração desses componentes no grupo Câncer. 

 

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

De acordo com Oliveira (2016), o soro sanguíneo humano é um fluido corporal 

complexo, constituído por biomoléculas, em maior proporção a água, seguido 

proteínas (principalmente albumina e α- e β-globulinas), aminoácidos, lipoproteínas, 

hormônios, vitaminas, glicose e sais inorgânicos (Lima et al., 2022; Martínez-Espinosa 

et al., 2009) similarmente ao dos animais mamíferos.  
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Sabe-se que a análise molecular do soro pode fornecer informações sobre os 

processos metabólicos que ocorrem no organismo, e há um interesse crescente em 

utilizar a espectroscopia Raman para desenvolver sensores soro-específicos para 

biomoléculas para diagnóstico e monitoramento (Rocha et al., 2010). Na literatura 

publicada, os modelos de discriminação baseados em PLS (PLS-DA) aplicados no 

soro de pacientes têm sido usados para a discriminação entre sujeitos saudáveis e 

pacientes neoplásicos (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 crianças e adolescentes (Lima et al., 2022) e serviram de embasamento 

para este estudo. 

Para executar os cálculos de Sensibilidade, Especificidade e Acurácia, foram 

aplicados modelos de discriminação baseados em estatística multivariada, os 

modelos foram utilizados a fim de discriminar as amostras de soro sanguíneo dos 

grupos analisados. A Sensibilidade é a probabilidade de o teste classificar de forma 

correta os pacientes com câncer (resultados positivos) e a Especificidade é a 

probabilidade de o teste classificar corretamente pacientes clinicamente saudáveis 

(resultados negativos). Existe o risco em aplicar um teste diagnóstico e a classificação 

ser incorreta dos pacientes, onde pacientes supostamente diagnosticados como 

doentes que são saudáveis (falsos positivos) e pacientes supostamente 

diagnosticados como saudáveis que estão doentes (falsos negativos). A necessidade 

iminente de que os exames diagnósticos devem estar sempre associados à avaliação 

da história clínica do paciente, a semiologia como os sinais e sintomas identificados 

no exame físico, e aos resultados de exames complementares (laboratoriais, imagem, 

histopatologia) para constatar a presença ou ausência da doença (Pérez et al., 2021).  

Foram apresentados os resultados dos modelos PLS-DA aplicados aos 

espectros de soro sanguíneo dos cães quando se discriminam duas categorias 

(Saudável e Neoplásico). De acordo com os modelos PLS-DA que foi utilizado para 

classificar os espectros nos grupos Saudáveis e Neoplásico, onde as variáveis 

preditoras representam o conjunto de dados dos espectros Raman, e as respostas 

são os grupos a serem discriminados: Saudável (grupo #1) e Neoplásico (grupo #2). 

O modelo empregou validação cruzada “deixa um de fora” (“leave-one-out”), onde um 

espectro de amostra é aleatoriamente deixado de fora do conjunto de dados, a 

covariância 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 número de VLs utilizado no modelo PLS-DA é o número que apresenta 

maior precisão de discriminação entre os dois grupos. 

Os resultados do PLS-DA usando 7 VLs e apresentados na Tabela 6 

classificaram os espectros nos grupos Saudável x Neoplásico. Os melhores 

resultados foram obtidos para a classificação dos espectros de soro interpretados 

como cassificação “por paciente” (“patient-wise”), com sensibilidade de 77%, 

especificidade de 77% e acurácia de 77%, em comparação à classificação “por 

espectro” (“spectrum-wise”) que apresentou sensibilidade de 76%, especificidade de 

81% e acurácia de 78%. 

A literatura disponível até o momento ainda é escassa em publicações que 

comparam pacientes saudáveis e pacientes com neoplasias em humanos e animais 

por meio da espectroscopia Raman e da análise discriminante aplicada no soro 

sanguíneo, portanto, são poucas as publicações em que as neoplasias se diferenciam 

entre si pela análise no sangue, plasma ou amostras de soro. Gonzáles-Solís et al. 

(2014b) usaram espectroscopia Raman e PCA em soro humano para monitorar 

pacientes leucêmicos que estavam recebendo quimioterapia; os autores identificaram 

diferenças nos componentes proteicos, aminoácidos e carotenoides que estavam 

presentes no grupo leucêmico, alcançando 100% de sensibilidade e especificidade 

por meio da validação cruzada “leave-one-out”.  

Silva et al. (2018) utilizaram a espectroscopia Raman com um modelo de 

classificação por análise discriminante (DA) empregando PLS e PCA para a 

diferenciação espectral de amostras saudáveis e leucêmicas de plasma humano, que 

resultou em uma sensibilidade de 95,7%, especificidade de 98,0% e acurácia de 

97,1%, para a classificação PLS-DA. Os resultados obtidos no presente estudo são 

um pouco inferiores aos obtidos por Gonzáles-Solís et al. (2014a), Gonzáles-Solís et 

al. (2014b) e Silva et al. (2018), porém no caso deste trabalho a amostragem foi 

menor, foram colhidas amostras de variados tipos histopatológicos devido a um tempo 

menor para seleção de pacientes. 

Lima et al. (2022) utilizaram a espectroscopia Raman em soro de crianças e 

adolescentes para discriminar amostras normais de amostras de câncer leucêmico e 

não leucêmico, utilizando o modelo de classificação PLS-DA o que resultou em 

sensibilidade de 99%, especificidade de 57% e acurácia de 66%. Os resultados 

obtidos são inferiores ao presente estudo, demonstrando que apesar da amostragem 

ter limitações relacionadas à raça, idade, sexo e tipos tumorais, o modelo de 
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classificação apresenta boa acurácia na discriminação do grupo a qual pertence o 

soro do paciente. 

Alguns estudos com sangue ou fragmentos de tecidos utilizaram PCA-DA 

(Atkins et al., 2017; Gonzáles-Solís et al. 2014a; Gonzáles-Solís et al. 2014b; Managó 

et al., 2018; Martínez-Espinosa et al., 2009; Sjöberg et al., 2014) em vez de PLS-DA 

para a análise discriminante dos espectros Raman. No entanto, a PLS-DA se destaca 

por permitir identificar as diferenças entre os grupos e reconhecer as variâncias 

obtidas dentro de cada grupo; portanto, a PLS-DA pode levar a um melhor 

desempenho na classificação das amostras quando comparado à PCA-DA 

(Bevilacqua; Marini, 2014). 

Duarte et al. (2010) demonstraram o potencial da espectroscopia Raman 

associada à regressão PLS para o diagnóstico da toxoplasmose em gatos 

domésticos, correlacionando as imunoglobulinas presentes no soro sanguíneo dos 

felinos, medidas com o método padrão-ouro de ensaio imuno enzimático (ELISA), 

com as características dos espectros Raman observada por PLS, obtendo parâmetros 

de diagnóstico como sensibilidade, especificidade, precisão, previsão de valores 

positivos, e previsão de valores negativos de 100, 80, 90, 83,3 e 100%, 

respectivamente, obtendo a discriminação e diagnóstico das amostras positivas de 

negativas, indicando que a técnica tem potencial para se tornar uma ferramenta de 

uso na área veterinária. 

 

5.3. A espectroscopia Raman e as técnicas convencionais para 

diagnóstico de neoplasias 

Ao comparar algumas metodologias para o diagnóstico de neoplasias em 

humanos e cães, os resultados de Sensibilidade (76%), Especificidade (81%) e 

Acurácia (78%) do presente estudo usando soro e espectroscopia Raman estão 

alinhados com os resultados da citologia aspirativa em comparação com a 

histopatologia (precisão de 69,7%) (Braz et al., 2016), espectroscopia Raman do soro 

comparada à histopatologia (Sensibilidade de 99%, Especificidade de 57% e Acurácia 

de 66%) (Goheen et al., 1977) e imagem hiperespectral das margens do tumor 

comparada à histopatologia (sensibilidade de 71% e especificidade de 76%) (Semolin 

et al, 2016). A eletroforese de proteínas é uma metodologia para quantificar proteínas 

e suas frações de forma simples e rápida, no entanto ainda está em desvantagem em 

comparação à espectroscopia Raman que em uma única coleta fornece a 
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concentração de proteínas, aminoácidos e PCR. Com base na literatura Raman 

existente em Oncologia, sugere-se que pacientes oncológicos humanos apresentam 

maior concentração de aminoácidos fenilalanina e tirosina e com ausência ou redução 

de lipídeos e carotenoides.  

 

Tabela 7: Testes diagnósticos usados em Neoplasias comparando metodologia estatística e taxa 

de sucesso (%) 

Teste de Diagnostico Metodologia Se 

(%) 

Esp 

(%) 

Ac 

(%) 

Leucemia juvenil 

humanos (A) 

espectrosc. Raman 

PCA/PLS 

99,0 57,0 66,0 

Margem cirúrgica mama 

cadelas (B) 

SERS 73,08 98,32 Não 

declarado 

Neoplasia mama 

cadelas (C) 

SERS/PCA-LDA 95,0 87,0 Não 

declarado 

Neoplasias geral 

cães (D) 

Espec. Raman 

PCA/PLS 

76,0 81,0 78,0 

Neoplasias geral 

cães(E) 

Citologia aspirativa 75,0 82,8 69,7 

Neoplasias geral 

cães(F) 

-

Histopatologia 

  90,0 

Margem cirúrgica mama 

humanos(G) 

Imagem 

Hiperespectral 

71,0 76,0 Não 

declarado 

Leucemias humanos (H) Imunofenotipagem por 

citometria de fluxo 

  98,0 

Neoplasias geral 

humanos (I) 

Histopatológico por 

congelamento 

97,6 100,0 98,2 

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); I 

(SANTOS et al., 2014). 

 

O presente estudo demonstrou que a espectroscopia Raman aplicada ao soro 

de cães tem o potencial de ser usada para o diagnóstico de neoplasias em triagem e 

rastreamento, precedendo a confirmação por exame histopatológico após o 

diagnóstico clínico, ou como acompanhamento para detecção de uma recidiva, pois 

essa técnica óptica poderia oferecer precocidade no diagnóstico e, assim, otimizar os 

protocolos terapêuticos. Esse método óptico poderia fornecer uma análise 

complementar na triagem precoce de alterações bioquímicas para auxiliar o 
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diagnóstico nos grupos estudados. Este estudo observou que há um similaridade 

bioquímica nos cânceres dos animais, o que sugere que proteínas e aminoácidos 

estarão alterados por ser a neoplasia uma doença que se caracteriza por possuir 

processos inflamatórios associados. Por ser um exame que poderia ser empregado 

em triagem, é necessário o acompanhamento e posteriormente realizado exame 

padrão-ouro caso confirme a doença. 

Os testes diagnósticos devem ser realizados concomitantemente com a 

anamnese e a semiologia, maximizando as chances de assertividade no diagnóstico e 

sucesso no tratamento. A espectroscopia Raman se destaca por ser minimamente 

invasiva, não necessidade de marcadores, sem preparação específica da amostra e 

usando apenas uma pequena quantidade de material biológico (Hanlon et al., 2000) 

facilitando seu uso potencial na medicina veterinária (Birtoiu et al., 2016; Duarte, et 

al., 2010; Munteanu et al., 2017) especialmente na análise de soro.  

Uma vantagem da espectroscopia Raman aplicada ao diagnóstico de doenças 

neoplásicas é que ela pode detectar alterações precoces no tecido neoplásico 

relacionadas às alterações bioquímicas (Birtoiu et al., 2016; Dukor, 2006; González-

Solís et al., 2014b, b; Melitto et al., 2022; Silveira et al., 2012), discriminando o grupo 

ao qual o paciente pertence por meio de alterações biomoleculares pré-cancerosas 

(Martínez-Espinosa et al., 2008) e auxiliando no acompanhamento terapêutico. No 

entanto, ainda não pode substituir a biópsia histopatológica (padrão-ouro), que 

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

 

5.4. Perspectivas futuras  

O presente estudo demonstrou potencial para demonstrou potencial para 

fornecer uma análise complementar no rastreio precoce de alterações bioquímicas e 

auxiliar o diagnóstico nos grupos estudados, identificando biomarcadores em fluidos 

biológicos relacionados a neoplasias, como proteínas, aminoácidos, lipídeos e PCR, 

com significância estatística. O modelo sentinela canino poderia ser utilizado para 

guiar estudos de oncologia comparativa.  

Este método óptico poderia fornecer uma análise complementar no rastreio 

precoce de alterações bioquímicas e auxiliar o diagnóstico nos grupos estudados, 

identificando biomarcadores em fluidos biológicos relacionados a neoplasias, como 

proteínas, aminoácidos, lipídeos e PCR, com significância estatística. O modelo 

sentinela canino poderia ser utilizado para guiar estudos de oncologia comparativa.  
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Recomenda-se que os exames diagnósticos sejam realizados 

concomitantemente com a anamnese e exames clínicos, maximizando as chances de 

sucesso no diagnóstico e tratamento, uma vez que apenas a citologia aspirativa (Braz 

et al., 2016) que possui 69,7% de acurácia em relação à histopatologia, é um método 

que poderia competir com a espectroscopia Raman. 

A espectroscopia Raman destaca-se pelo fato de ser realizada de forma mais 

simplificada e minimamente invasiva de análise amostras de material biológico de 

tamanho pequeno (Hanlon et al., 2000). È um potencial exame analítico para ser 

utilizada em medicina veterinária (Birtoiu et al., 2016; Duarte et al., 2010; Munteanu et 

al., 2017). Uma vantagem da técnica é a detecção precoce de alterações na 

bioquímica de tecidos e fluidos relacionadas com as alterações neoplásicas (Birtoiu et 

al., 2016; González-Solís et al., 2014(a,b); Melitto et al., 2022; Silveira et al., 2012); 

discriminando o grupo a que pertence o paciente através de alterações 

biomoleculares pré-cancerígenas (Martínez-Espinosa et al., 2008) e auxiliando no 

acompanhamento terapêutico (Harrys et al., 2010; Lima et al., 2022; Martínez-

Espinosa et al., 2008). No entanto, ainda não pode substituir a biópsia histopatológica 

(padrão-ouro), que fornece uma precisão superior a 90% (Braz et al., 2016), 

permitindo explorar em um futuro estudo com situações de manejo alimentar em 

situação controlada para melhor compreender as alterações espectrais no soro devido 

à doença neoplásica. Isso pode levar à redução de erros na classificação dos 

pacientes e que permitam obter rmelhores resultados de acurácia do modelo de 

discriminação. 
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6. CONCLUSÃO  

 

Neste estudo, a espectroscopia Raman, combinada com técnicas de análise 

estatística multivariada PCA e regressão PLS, permitiram classificar os espectros da 

diferença entre as amostras de soro canino revelando a presença de proteínas e 

aminoácidos, especialmente albumina e fenilalanina, hemoglobina, PCR e 

glucosamina que foram mais intensas no grupo Neoplásico. Foi utilizada como um 

exame de triagem diagnóstica identificando alterações bioquímicas em amostras de 

soro de cães com neoplasia em comparação com cães clinicamente saudáveis, que 

permitiram classificar os espectros das amostras de soro nos grupos Saudáveis e 

Neoplásico. O espectro de diferenças revelou a presença de proteínas e aminoácidos, 

especialmente albumina e fenilalanina, e que foi mais intensa no grupo Câncer, 

enquanto os lipídeos e triptofano foram mais intensos no grupo Saudável. Estes 

achados bioquímicos foram confirmados através da PCA, que identificou picos 

sugestivos de aumento das concentrações de proteínas e aminoácidos (Score1/PC1 e 

Score3/PC3), redução dos lipídeos (Score3/PC3 e Score7/PC7), aumento das 

características referentes à hemoglobina (Score4/PC4), e aumento da PCR e da 

glucosamina (Score 7/PC7) no grupo Câncer.  

Mudanças vibracionais ocorreram nas cadeias laterais de proteínas, 

promovendo um desvio para o vermelho (“red shift”) dos picos dos aminoácidos com 

anel aromático em 621, 1003 e 1032 cm-1 (fenilalanina, triptofano e tirosina) no grupo 

Neoplásico, o que pode estar relacionado com alterações conformacionais nas 

proteínas e/ou ligações em locais próximos do anel aromático. Enquanto os lipídeos e 

o triptofano foram mais intensos no grupo Saudável. 

Como modelo de classificação desenvolvido, foi obtido por regressão 

multivariada PLS (PLS-DA) aplicado aos espectros Raman utilizando a validação 

cruzada “deixe um de fora” (“leave-one-out”) e a interpretação do diagnóstico 

fornecido pelo modelo de classificação dos espectros nos grupos Saudável e 

Neoplásico, alcançando uma taxa de sucesso obtido por meio do espectro (“spectrum 

wise”) com sensibilidade de 76%, especificidade de 81% e acurácia de 78%.  

A espectroscopia Raman é uma ferramenta sem necessidade de marcadores, 

minimamente invasiva, capaz de fornecer análises específicas e sensíveis sem a 

necessidade de preparo de amostras, podendo ser utilizada como uma triagem de 

diagnóstico prévio à biópsia histopatológica, tendo o potencial de classificar animais 
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saudáveis e com câncer, através das diferenças espectrais que estão relacionadas às 

alterações bioquímicas presentes no soro. Assim, a espectroscopia Raman tem 

potencial para classificar animais saudáveis daqueles com neoplasia, através das 

diferenças espectrais que estão relacionadas às alterações bioquímicas presentes no 

soro sanguíneo. 
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ANEXO B  

Comparação da capacidade da espectroscopia Raman dispersiva associada com análise estatística multivariada em modelos de diagnóstico para 
diferentes doenças 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; González-Solís et al., 2014a; González-Solís et al., 2014b; Harris et al., 2000; Hernández et al., 
2013; Jöberg et al., 2014; Lima et al., 2022; Lin; Koenig, 1976; Lopes et al., 2009; Managó et al., 2018; Martínez-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 caracterização de biomarcadores, que estes estão em consonância com os obtidos para outras 
doenças utilizando a mesma técnica espectroscópica. 
Autor e ano Amostra (soro/ 

sangue/tecido) 
Espécie Análise 

exploratória ou 
classificação 

Descrição da composição 
ou diagnóstico 

Tipo de diagnóstico Principais 
resultados em 
termos de 
análise 
bioquímica 
(compostos e 
posição dos 
picos) 

Sensibilidade, 
especificidade 
e acurácia 

LIN; KOENIG, 
1976 

Soro Bovina  Albumina  1658 cm-1  

NGUYEN; 
ROCKE, 2002 

Soro Humana PLS     

BARKER; 
RAYENS, 2003 

Tecidos Humana PLS     

SILVA et al., 
2006 

Plasma Humana   Leucemia mieloide   

PICHARDOdo-
MOLINA et al., 
2007 

Soro Humana Discriminação 
PCA/LDA 

Proteinas amida, α-
hélice, fosfolipídeos,   C–
H, CH2 

Câncer mama 1439, 1453, 
1663 cm-1 

97% SE 
78% ESP 

MARTÍNEZ-
ESPINOSA et 
al., 2008 

Soro Humana PCA  Diferenciar e discriminar 
amostras de soro de 
pacientes com leucemia de 
amostras normais 

  



120 

BERGHOLT-
HASSING, 2009 

  PLS PCR    

MARTÍNEZ-
ESPINOSA et 
al., 2009 

 Humana PCA     

LOPES et al., 
2009 

Cultura Humana PCA  Redução de viabilidade de 
mitocôndria das células 
tumorais em resposta ao 
princípio ativo Viscum 
album 

  

HARRIS et al., 
2000 

Soro Humana PLS Fenilalanina, amida III, 
amida I, CH2 e CH3 

Diagnóstico de carcinoma 
de cabeça e pescoço 

 75% SE 
75% ESP 

BANKAPUR et 
al., 2010  

 Humana  Hemoglobina  473, 490, 517, 
545, 589, 620, 
635, 860, 898, 
936, 962, 1138, 
cm-1 

 

DUARTE et al., 
2010 

Soro Felina PLS  Diagnóstico da 
toxoplasmose em gatos 
domésticos, 
correlacionando as 
imunoglobulinas presentes 
no soro sanguíneo 

 100% SE 
80% ESP 

DINGARI et al., 
2012 

 Humana  Albumina    

HERNÁNDEZ et 
al., 2013 

 Humana  Fenilalanina  621, 1003, 1032 
cm-1 

 

GONZÁLEZ-
SOLÍS et al., 
2014ª 

Soro Humana PCA Triptofano e fosfolipídeos; 
lipídeos; caroteno; 
triptofano; Tirosina; 
fenilalanina; fosfolipídeos 
e amida I; picos de 
carotenoides mais 
intensos em pacientes 
normais em comparação 
com os neoplásicos 

Câncer do colo de útero, 
pré-cancerosos e 
saudáveis 

1338; 1447; 
1523; 1556; 
1587; 1603; 
1654 cm-1 

87% SE 
100% ESP 
93% AC 



120 

GONZÁLEZ-
SOLÍS et al., 
2014b 

Soro Humana Classificação 
PCA 

 Controle x leucemia e tipos 
de leucemia 

 100% SE 
100% ESP 

SJÖBERG et 
al., 2014 

 Humana PCA     

VARGAS-
OBIETÁ et al., 
2016 

Soro Humana Discriminação 
PCA-LDA 

 Discriminação SERS, 
PCA-LDS 

 96%SE 
87% ESP 

MUNTEANU et 
al., 2017 

Tecido Canina PCA Carotenóides em tecido 
benigno 

Diagnósticos em margem 
cirúrgica de tumores 
mamários de cães 

  

ATKINS, 2017   PCA     

DA SILVA et al., 
2018 

Soro Humana Análise 
exploratória via 
PCA e 
classificação via 
PLS 

 Diferenciação espectral de 
amostras saudáveis e 
leucêmicas de plasma 
humano 

 97,1% SE 
95,7% ESP 

MANAGÓ et al., 
2018 

 Humana PCA     

PARACHALIL et 
al., 2019 

 Humana      

DAI et al., 2020  Humana      

Gogone et al., 
2021 

Tecido de 
testículo 

Suína Discriminação 
PCA-LDA 

Ácidos nucleicos, 
proteínas e arginina 

Identificar biomarcadores 
moleculares de infecção 
de PPV ou PCV2 através 
da microespectroscopia 
Raman 

1064, 1098, 
1126, 1171, 
1306, 1447, 
1605, 1655 cm-1 

95,55 SE 
97,7% ESP 
99,97% ACU 

LIMA et al., 
2022 

 Humana  Fenilalanina, tirosina e 
triptofano 

Discriminar amostras 
normais de amostras de 
câncer leucêmico e não 
leucêmico 

619, 640, 1004, 
852, 1452, 1659 
cm-1 

99% SE 
57% ESP 
66% ACU 

 


