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RESUMO - Ogjeivo. Este trabalho teve por objetivo a utilizacao da
técnica de espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser para
a caracterizacao de tecido normal e neoplasico em mucosa jugal de
hamster, visando diagnosticar tecidos neoplasicos in vivo.
Meropos. O carcinogeno DMBA foi aplicado na bochecha direita
de 31 hamsters com 150 * 10g, trés vezes por semana durante 12
semanas. Um animal foi mantido como controle (sem aplicacao da
droga). Apos este periodo, os animais foram submetidos a
espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser de argénio
(488nm), acoplado a um cabo de fibras opticas. A autofluorescéncia
do tecido foi guiada pelo cabo de fibras e analisada por um
espectrdgrafo e uma camera CCD 1024X256 pixels, cobrindo a
faixa espectral de 550nm a 700nm. Os espectros foram coletados na
area da lesao induzida e na bochecha contralateral (normal) de
todos os animais, além do animal de controle. Subseqiiente a
espectroscopia, foi realizada a bidpsia da lesao para a analise

histopatologica. Dois algoritmos de diagnostico dos espectros de
tecido neoplasico, baseados na razao entre regioes espectrais e na
técnica de analise das componentes principais (PCA) foram
implementados.

ResuLtapos. Foi demonstrada a existéncia de um pico intenso na
regiao de 630nm nos tecidos neoplasicos (atribuido a protoporfirina
1X), quando comparados com o tecido normal. O algoritmo baseado
na razdo entre regioes espectrais obteve 100% de sensibilidade e
especificidade. O algoritmo baseado na PCA obteve 94% e 100% de
sensibilidade e especificidade, respectivamente.

Conctusoes. Este trabalho indica que a autofluorescéncia de
tecidos da mucosa oral podera ser utilizada como uma técnica
nao-invasiva de diagnostico, com alta sensibilidade e especificidade.

Unitermos: Espectrofluorometria. Andlise discriminante. Mucosa bucal.
Neoplasias. Diagndstico.

INTRODUGAO

O céncer constitui-se como a terceira
maior causa de mortes no Brasil, atrds apenas
das doencas do aparelho circulatério e das
causas externas, representando 14,1% das
mortes em toda a populagdo'. Segundo o
Ministério da Satde, no ano de 2002 foram
registrados 11.260 novos casos de cancer
bucal e 3.415 dbitos em todo o Brasil %,
As neoplasias na regido bucal sdo de muita
relevancia por envolver aspectos estéticos e
funcionais, e cuja incidéncia aumenta principal-
mente entre tabagistas e usuarios de alcool,
drogas socialmente aceitas”.

A espectroscopia de fluorescéncia indu-
zida por laser (EFIL) é uma técnica que tem se
mostrado promissora no diagndstico precoce
de uma grande variedade de neoplasias, sendo
capaz de distinguir com precisdo tecido
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neoplasico de tecido normal’. Isto é possivel
devido as diferencas espectrais encontradas no
decaimento fluorescente dos diferentes teci-
dos®. Com esta técnica é possivel acessar os
tecidos através de cabos de fibras opticas,
mapear a drea da lesdo, demarcando as mar-
gens do tumor para uma melhor preservagao
da drea normal circunjacentes e identificar e
quantificar possiveis componentes bioqui-
micos presentes, inclusive a perfusdo
sangliinea®.

Nos Ultimos anos, estudos tém sido reali-
zados em diversos tipos de tumores, visando
desenvolver algoritmos de diagndstico utili-
zando os padrdes de autofluorescéncia dos
tecidos” "%, Estes algoritmos de diagndstico
baseiam-se usualmente na razao entre regides
espectrais e na presenca de determinadas
bandas proeminentes em certos tecidos.

Para a interpretacdo e andlise dos dados
espectrais os métodos multivariados sdo os
mais adequados, pois ndo dependem do co-
nhecimento da constituicdo dos tecidos e per-
mitem um estudo onde varidveis nao correla-

cionadas possam estar ocorrendo. A andlise
das componentes principais - PCA (Principal
components analysis) consiste em uma mani-
pulacdo da matriz de dados visando represen-
tar as variacdes presentes no conjunto de
dados em um nimero menor de variaveis
(*fatores”)'" baseados na varidncia espectral.
Os escores de cada “fator” ou componente
principal relacionam o “peso” que cada com-
ponente apresenta na intensidade original dos
espectros e sao usados como parametro de
diagnostico.

Jagdish et al.'? aplicaram a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia com excita-
cdo em 410nm visando diagnosticar lesdes
pré-malignas e malignas induzidas quimica-
mente na mucosa oral de hamster. Leunig et
al.” estudaram a indugao de protoporfirina IX
(PpIX) em mucosa oral humana através da
aplicagdo 5-dcido aminolevulinico (5-ALA) vi-
sando o estudo da lesao tumoral em fase inicial.
Trabalho semelhante foi realizado por Vijay
et al."* objetivando estudar a sintese da PpIX
sob diversas doses de 5-ALA (5, 25, 50, 75 e
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100mg/kg) em cavidade oral canina. Douglas
et al.” realizaram um estudo para determinar
qual a combinaco 6tima de comprimentos de
onda de excitacdo que discrimine o tecido
normal, pré-canceroso e canceroso da cavida-
de oral humana baseado na analise dos espec-
tros de fluorescéncia no visivel (400 a 700nm).

Este estudo tem como objetivo aplicar a
EFIL no diagndstico de lesdes malignas
induzidas quimicamente em mucosa oral de
hamster, identificando as caracterfsticas espec-
trais principais de emissao de cada tipo de
tecido. Foram implementados algoritmos de
diagndstico, baseados na razdo entre dois pi-
cos presentes nos espectros e na técnica PCA,
comparando o resultado entre os dois algo-
ritmos. A técnica EFIL, associada aos algo-
ritmos implementados, possibilita uma pode-
rosa ferramenta de diagnostico das lesbes
neoplasicas na cavidade oral.

MEtopos

Foram utilizados 32 hamsters machos da
espécie Mesocricetus auratus (sirio), com idade
de 10 semanas ao inicio do experimento, obti-
dos da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Sao Paulo. Apds um periodo
de ambientagdo de 15 dias no biotério do IP&D,
UNIVAP, os animais foram agrupados em seis
gaiolas. Um animal foi isolado e mantido como
controle. Os animais foram alimentados com
racdo Labina (PurinaO) e agua a vontade.

As lesdes foram induzidas pelo carci-
négeno DMBA (7,12-Dimethylbenz[ajanth-
racene - Lab Sigma-Aldrich), diluido a concen-
tracdo de 0,5% em acetona, aplicado por meio
de um pincel de cerdas de area de 0,7X0,7cm
na parede mesial e fundo da bolsa da bochecha
direita dos animais. A bochecha esquerda foi
preservada para ndo prejudicar a alimentagdo
dos animais e também serviu como controle.
Antes de cada aplicagdo, cada animal fol
anestesiado com 0,05mg de Zoletil 50 O
(Cloridrato de tiletamina e Cloridrato de
zolazepam - Laboratorio Virbac) via intramus-
cular (dose de curta sedacao, suficiente para a
aplicacdo do carcinégeno).

Foi construido um aparato para a conten-
¢do do animal que facilitou o procedimento de
aplicacdo do carcindgeno e padronizagdo da
drea induzida. Uma vez imobilizado, a mucosa
a ser aplicada a droga foi exposta, limpa e seca
com hastes flexiveis de algoddo. O pincel foi
embebido na solugdo de DMBA e oexcesso foi
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Figura | - Diagrama esquematico do espectrofluorimetro utilizando laser de argonio (488nm) para coleta
dos espectros de autofluorescéncia da mucosa jugal de hamster in vivo
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eliminado por pressao na parede do frasco.
Em seguida, a solugdo foi aplicada a mucosa da
parede medial e fundo da bolsa da bochecha,
em suaves movimentos do pincel. A acetona
foi volatilizada por jatos de ar, deixando o
carcinégeno aderido @ mucosa. Apos o proce-
dimento, o animal retornou a gaiola. Todo o
procedimento foi realizado em capela de
exaustdo, diminuindo o risco de contaminagao
do operador pela droga. A freqiiéncia de
aplicacdo foi de trés vezes por semana, por
periodos que variaram de 12 a |5 semanas.

Apbs o desenvolvimento dos tumores,
que ocorreu apos aproximadamente |3 sema-
nas do inicio das aplicagdes, foram obtidos os
espectros de autofluorescéncia da parte supe-
rior do tumor em trés pontos, e da bochecha
contralateral supostamente normal em um
ponto. Logo em seguida, foram realizadas
biépsias em todos os animais para identificacao
histopatoldgica das lesoes. Para tal, os animais
foram anestesiados como anteriormente des-
crito e as lesdes removidas por bisturi, sendo
imediatamente fixadas em formol 10%. A ana-
lise histopatoldgica foi realizada por um pato-
logista do Servico de Anatomia Patoldgica do
Complexo Hospitalar Heliépolis. As pegas fo-
ram incluidas em bloco de parafina e foram
realizados cortes de 3 a 5mm de espessura,
sendo corados por hematoxilina e eosina.

O diagrama em blocos do espectrofluo-
rimetro utilizado no experimento € mostrado
na Figura |. O sistema apresenta como fonte
de excitacdo um laser de argdnio emitindo em
488nm. O sistema de deteccdo é composto

por um espectrografo e uma cdmera CCD de
[024X256 pixels refrigerada por nitrogénio
liquido. Um microcomputador controla o
tempo de exposicao do detetor e o armaze-
namento dos espectros. O tempo de exposi-
¢o utilizado foi de 5s e a poténcia do laser foi
de 20mW para todas as amostras.

Os espectros foram calibrados em com-
primento de onda e resposta espectral, utili-
zando lampadas com espectros conhecidos
(lampada de argdnio e mercUrio para cali-
bracdo em comprimento de onda e ldmpada
de filamento de tungsténio para calibracdo em
resposta espectral), conforme descritos em
Zangaro et al’.

Apbs a calibracdo, a intensidade dos picos
e vales mais relevantes dos espectros foi deter-
minada e a razdo entre estes foi calculada,
visando obter um algoritmo de classificagao
dos espectros de acordo com o tipo de tecido
analisado.

A técnica de andlise espectral baseada
na PCA foi também aplicada nos mesmos
espectros, visando determinar um algoritmo
de diagnostico que utilize toda a informagao
espectral, ao invés apenas da razdo entre
alguns pontos. A comparagao entre estes dois
algoritmos também foi efetuada, calculando-se
a sensibilidade e especificidade de cada
algoritmo.

Os espectros dos 32 animais analisados
foram separados em dois grupos, o primeiro
denominado grupo de treinamento com 16
animais e o segundo denominado grupo deteste
prospectivo do algoritmo, também com |6 ani-
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mais. Esta separagdo é necessaria para que se
possa desenvolver a rotina de classificacao com
um grupo de espectros e testd-la de maneira
independente com outro grupo de espectros.

ResuLTADOS

Os espectros de autofluorescéncia da bo-
checha de hamster obtidos in vivo com compri-
mento de onda de excitagdo de 488nm sdo
apresentados na Figura 2. Observou-se que o
espectro da bochecha contralateral ao tumor
do animal induzido (Figura 2.a) é semelhante
a0 espectro da bochecha do animal controle
(Figura 2.b).

A intensidade relativa dos espectros de
tecido normal € de ordem trés vezes maior
que a dos espectros de tecido tumoral. Esta
caracteristica pode ser atribufda a maior absor-
¢ao pelas moléculas do sangue da luz emitida
pelos fluordforos, pois os tecidos neoplasicos
apresentam maior vascularizagdo®.

Todos os espectros apresentam uma ban-
da de absorcdo bastante intensa em 580nm e
outra menos intensa em 540nm, bandas estas
atribuidas a absorcao da hemoglobina do san-
gue (bandas Soret). O espectro de tecido com
desenvolvimento de tumor também apresenta
a banda de absorgdo Soret bastante intensa, e
uma banda de emissao em 635nm que € atri-
buida ao fluoréforo PplX, que vem sendo
descrito como indicador da presenca de tecido
neoplasico. Esta banda ndo € predominante ou
nao existe em tecido normal.

Foi implementado um algoritmo de
diagnostico baseado na razdo entre o vale em
580nm (banda Soret da hemoglobina) e o
pico em 630nm (presenca de PplX). Esta razdo
leva em conta a maior absorcdo do sangue
que ocorre em tumores e a maior concentra-
¢do da PpIX dos tumores, comparativamente
aos tecidos normais. A Figura 3 apresenta
o resultado da aplicagdo do algoritmo nos
32 espectros do grupo de treinamento (16
animais). A razdo menor que | (linha
de diagndstico - DL) indica tecido normal,
enquanto que a razao maior que | indica
tecido neopldsico. A Figura 4 apresenta o re-
sultado da aplicacdo do algoritmo da razao nos
32 espectros do grupo de teste prospectivo,
mantendo a mesma linha de separacao.

Os indices de sensibilidade e especi-
ficidade de diagndstico das lesdes neopld-
sicas foram calculados para o algoritmo ba-
seado na razao nos grupos de treinamento e
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Figura 2 - Espectros de autofluorescéncia de bochecha de hamster com excitagao em 488nm obtidos da:
(a) bochecha contralateral ao tumor (esquerda); (b) bochecha do animal de controle (esquerda);
(c) bochecha com tumor induzido (direita)
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Figura 3 - Razao entre as intensidades do vale em 580nm e pico em 635nm para o grupo de espectros de
treino do algoritmo. A linha de diagnostico DL foi empiricamente determinada na razéo iguala | e
separa o grupo de espectros de tecido contralateral (normal) e controle do grupo tumor
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prospectivo. Tanto para o grupo treinamento
como para o grupo de teste prospectivo veri-
ficou-se que o algoritmo apresentou a méxima
sensibilidade e especificidade (100%).

Foi implementado um segundo algoritmo
de classificagdo dos espectros, baseado nas
duas primeiras componentes principais (PCI
X PC2). Estas sao as componentes principais
que apresentam maior variancia dos espectros
(> 90%). A Figura 5 mostra o gréfico de
dispersdo dos escores da PC| e PC2, calcula-
dos a partir dos espectros de fluorescéncia do
grupo treino. Como pode ser visto, ha uma
total separacao dos escores nas duas categori-
as propostas, normal (contralateral) e tumor.

Com o objetivo de testar o algoritmo de

diagndstico prospectivamente, os escores dos
32 espectros do grupo de andlise prospectiva
foram obtidos pela projecdo de cada PC previa-
mente calculado no grupo de treinamento em
cada um dos espectros prospectivos. Estes es-
cores foram apresentados também na forma de
gréfico de dispersao, mantendo-se as mesmas
linhas de diagndstico que foram obtidas para o
grupo de treinamento, como mostra a Figura 6.
Os indices de sensibilidade e especifi-

cidade foram também calculados para o

algoritmo de diagndstico baseado na PCA para
0s grupos de treinamento e prospectivo. Para
o diagndstico do grupo treinamento, verificou-
se que o algoritmo apresentou a maxima sen-
sibilidade e especificidade (100%) e para o
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Figura 4 - Razao entre as intensidades do vale em 580nm e pico em 635nm para o grupo de espectros de
analise prospectiva do algoritmo. A linha de diagndstico utilizada é a mesma determinada no grupo de
treino e separa os espectros de tecido contralateral (normal) do grupo tumor
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Figura 5 - Grafico do I° componente principal (PCI) versus o 2° componente principal (PC2) calculados
utilizando o grupo de 32 espectros de treinamento do algoritmo baseado na PCA. A linha de diagnostico
separa os dois grupos de tecidos, contralateral (normal) e controle do grupo de tecido tumoral

04
+
0.2 4
0.0 - w 35
8 0.2
a L 2 *
04 4
+ Normal
-0.6 ~ ® Controle
O Tumor
-0.8 T T
-0.1 0.1 0.3 0.5

PC1

Figura 6 - Grafico do I° componente principal (PCI) versus o 2° componente principal (PC2) calculados
utilizando o grupo de 32 espectros de teste prospectivo do algoritmo baseado na PCA. A mesma linha de
diagndstico obtida no grupo de treinamento foi aqui utilizada
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grupo teste prospectivo o algoritmo apresen-
tou sensibilidade alta de 94% e especificidade
maxima de 100%.

DiscussAo E CONCLUSOES

Os espectros de autofluorescéncia vém
sendo utilizados para a discriminacdo entre
tecidos normais e neopldsicos em diversos
tecidos, onde a utilizagdo de excitacdo em
comprimentos de onda na faixa de 400 a
500nm é favoravel para a excitacio de
fluordforos enddgenos como a PplX. Obser-
va-se também nesta regido espectral a presen-
¢a da banda de absorgdo Soret do sangue, mais
intensa em tecidos neoplasicos. Estas carac-
teristicas espectrais relevantes facilitam a
implementagdo de algoritmos de identificagao
baseados em reconhecimentos de picos e
vales, tais como os descritos neste trabalho.

Jagdish et al.', utilizando a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia com excitagdo
em 410nm, diagnosticaram lesées pré-malignas
e malignas na mucosa oral de hamster induzidas
quimicamente. Os resultados demonstraram
que é possivel, através da andlise de bandas de
emissdo, diagnosticar 45 de 49 lesdes estuda-
das, sugerindo que a espectroscopia de fluo-
rescéncia através do laser, além de ser uma
técnica capaz de diagnosticar precocemente
uma lesao, € também uma técnica ndo invasiva.

Jan 2000, Iaxriyetal’ estudaram a
indugdo de PplX endégena na mucosa oral de
pacientes através da aplicagao 5-acido amino-
levulinico (5-ALA) objetivando facilitar o diag-
nostico precoce da lesdo, visto que a PplX
apresentou-se em maiores concentragdes em
tecido tumoral. A maior produgao de PplX
possibilitaria um mecanismo de andlise quanti-
tativa e qualitativa da fluorescéncia e, conse-
qlientemente, da lesao.

Estudo semelhante foi realizado por Viajay
et al." utilizando varias doses de 5-ALA (5, 25,
50, 75 e 100 mg/kg) aplicados em cavidade
oral canina, buscando avalliar quantitativa-
mente a sintese da PplX. Foi observado que o
pico da substancia apareceu entre 2 e 6h apos
a aplicacdo do 5-ALA e a sintese retornou a
linha de base entre 24 e 3 1h.

Douglas et al.” realizaram um estudoin vivo
para determinar qual a combinacao 6tima de
comprimentos de onda de excitagdo para discri-
minar o tecido normal, pré-canceroso e cance-
roso da cavidade oral humana, baseado na
espectroscopia de fluorescéncia, e observaram
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que a melhor combinagdo de excitacao para
diagnosticar lesdes neoplasicas na cavidade
oral foi 350, 380 e 400nm.

Neste trabalho, a espectroscopia de fluo-
rescéncia foi utilizada como uma ferramenta
de diagndstico de tecidos neoplasicos in vivo
em mucosa oral de hamsters, onde os espec-
tros de fluorescéncia obtidos com excitacao
em 488nm foram analisados através da razdo
entre regides espectrais de 580 e 635nm e da
Andlise dos Componentes Principais | e 2,
com alta sensibilidade e especificidade.

A observacao dos espectros demonstrou
ser possivel detectar a presenca da PplX
enddgena e que a mesma caracteriza-se por
alta intensidade em tecidos tumorais. Nos te-
cidos normais, a alta fluorescéncia na regiao
em 500nm deve-se a presenca de fluoréforos,
tais como o coldgeno, e a baixa absorcao desta
fluorescéncia pela hemoglobina. Nos tecidos
neoplasicos, a maior vascularizacao é respon-
savel pela diminuicdo da intensidade geral do
espectro emitido e pelas bandas que ocorrem
em 540 e 580nm (banda Soret).

O algoritmo baseado na razdo da banda
580/630nm apresentou sensibilidade e espe-
cificidade méximas, enquanto que o algoritmo
baseado na PCA apresentou sensibilidade de
94% e especificidade de 100% para o grupo
prospectivo. O algoritmo baseado na razdo
apresenta simplicidade e facilidade de imple-
mentagao, nao necessitando de cdlculos
computacionais como os demandados pela
técnica PCA. )4 a técnica PCA € dtil em situa-
cdes onde os espectros tenham muito ruido
ou onde existam variaveis interferindo nos
espectros, como fluoréforos que ndo sejam
comuns na maioria dos tecidos.

A utilizagao de cabos de fibras dpticas facilitou
a padronizagdo da drea irradiada para a coleta
dos espectros, além da grande vantagem que é
a possibilidade de realizacdo dos experimen-
tos in vivo sem a necessidade de remocdo do
tecido, visto que o cabo de fibras dpticas per-
mite 0 acesso remoto as regides de interesse.

Estudos com casuistica maior, em diferen-
tes 6rgaos e em tecidos humanosin vivo permi-
tirdo determinar como a espectroscopia de
fluorescéncia poderd tornar-se, no futuro, um
método de diagndstico de lesdes neopldsicas,
auxiliando no diagndstico precoce, no acom-
panhamento da evolucdo da doenca e como
um possivel método de acompanhamento
cirlrgico de retirada de tumor.
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SUMMARY

DETECTION OF INDUCED NEOPLASTIC
LESIONS IN THE ORAL MUCOSA OF HAMSTERS
USING FLUORESCENCE SPECTROSCOPY

OgjecTive. This work analyzesuse of the Laser
Induced Fluorescence Spectroscopy technique for
characterization of normal and neoplastictissue in
the oral mucosa of hamsters, with potential to
diagnose neoplastic tissue in vivo.

MeTHops. Carcinogen DMBA was applied to
the right cheek of 31 hamsters weighing 150 =
|0g, three times per week during 12 weeks. One
animal was kept as a control (without application
of the drug). At the end of this period, the
animals were submitted to fluorescence spec-
troscopy excited by an argon laser (488nm)
connected to an optical fiber cable. Tissue
autofluorescence was analyzed by a spec-
trograph and a CCD camera with 1024X256
pixels covering the spectral range of 550nm to
700nm. Fluorescence emission spectra were
collected in the induced region and normal
counter side cheek of all the animals and also in
the control animal. After spectroscopy, biopsy
was carried out for histopathological analysis.
Twodiagnosis algorithms, one based on the ratio
of spectral regions and another based on Princi-
pal Components Analysis (PCA) were
implemented.

ResuLTs. Spectral analysis had demons -
trated existence of an intense peak in the
region of 630nm in neoplastic tissues (attri-
buted to protoporphyrin [X) when compared to
the normal tissue. The algorithm based onthe
ratio of two spectral regions had 100% of
sensitivity and specificity. The algorithm based
on the PCA had 94% and 100% of specificity
and sensitivity, respectively.

Conctusions. This work indicates that
tissue autofluorescence may be used as a
non-invasive technique for diagnosis of the
neoplastic oral mucosa. [Rev Assoc Med Bras
2004; 50(3): 297-301]

Kev worps: Spectrometry fluorescence.
Discriminant ~ analysis. Mouth  mucosa.
Neoplasms diagnosis.
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