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Resumo

Dentre os 6rgaos linfoides encontram-se os linfonodos. Também conhecidos como nédulos linfaticos, os quais sao
considerados como filtros da linfa por serem ricos em linfécitos e outras células de defesa. Entre os fatores que
contribuem para o seu comprometimento temos a invasdo de sua estrutura por células neoplasicas. A citologia constitui
0 exame padrao ouro no diagndstico sendo, a PAAF a técnica mais utilizada para a obtencdo do material a ser analisado.
Entretanto, alguns estudos questionam a sua utilizacdo, devido a perda da arquitetura celular. A espectroscopia Raman
confocal por meio da sua capacidade em utilizar as diferencas bioquimicas de tecidos e células vem se destacando
cada vez mais neste tipo de diagnéstico. O estudo teve por objetivo identificar as principais caracteristicas bioquimicas
em linfonodos normais, comprometidos e lesdo cervical utilizando a espectroscopia Raman confocal. Foram analisadas
12 amostras de linfonodos normais e alterados de pacientes com indicacao cirdrgica para linfadenectomia pela
espectroscopia seguida pela andlise estatistica de componentes principais (PCA) e andlise de discriminante linear (LDA).
ApOs as andlises observou-se que a técnica utilizada conseguiu discriminar os tecidos com valores de especificidade,
sensibilidade e acuracia de 83%. Portanto, a espectroscopia Raman confocal se mostrou uma importante ferramenta na
caracterizacdo de linfonodos podendo futuramente auxiliar no diagnéstico de lesdes linfonodais.
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Abstract

Among the lymphoid organs there are lymph nodes,, which are considered as lymph filters because they are rich in
lymphocytes and other defense cells. Among the factors that contribute to their impairment we note the invasion of its
structure by neoplastic cells. Cytology is the gold-standard diagnostic test, and FNA is the technique most used to obtain
the material to be analyzed. However, some studies question its use, due to the loss of cellular architecture. Confocal
Raman spectroscopy, through its ability to utilize biochemical differences in tissues and cells, has been increasingly
prominent in this type of diagnosis. The study aimed to identify the main biochemical characteristics in normal and
compromised lymph nodes and cervical lesion using confocal Raman spectroscopy. We analyzed 12 normal and
altered lymph node samples from patients with medical indications for a lymphadenectomy by spectroscopy, followed
by statistical analysis of the main components (PCA) and linear discriminant analysis (LDA). After the analysis, it was
observed that this technique was able to discriminate the tissues with values of specificity, sensitivity and accuracy of
up to 83%. Therefore, confocal Raman spectroscopy has been shown to be an important tool in the characterization of
lymph nodes, and may help in the diagnosis of lymph node lesions in the future.
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INTRODUCAO

Os linfonodos, assim como o baco, o timo
e as amidalas fazem parte do tecido linfoide
presente no sistema linfatico. Estes linfonodos
sao estruturas que se dispoe ao longo dos vasos
do sistema linfatico em nimero de 600 a 700
nédulos em todo o organismo. Sdo importantes
orgaos filtradores e estdo envoltos por uma
capsula fibrosa'. Morfologicamente, em seu
interior, nota-se a presenca de diversos tipos
celulares, tais como linfécitos T, macroéfagos,
células foliculares dendriticas e linfocitos B em
sua maioriaZ.

Em casos de inducdo de uma resposta
imunitaria provocada por invasio de células
inflamatdrias ou neoplasicas, a proliferacao de
linfécitos B e macréfagos provoca o aumento
de seu tamanho, se tornando palpavel ao toque
3, facilitando a suspeita de possiveis patologias.

O desenvolvimento de neoplasias linfonodais
ocorre quando sua estrutura é invadida por
células metastaticas ou, podem se iniciar no
préprio tecido, como em casos de linfoma®*.
Além dos linfomas, podemos encontrar em
linfonodos neoplasias como: Linfoepiteliomas,
metastases de carcinoma papilifero de tireoide
e processos inflamatérios como a linfadenite.

A citopatologia, através da andlise celular
de materiais puncionados do interior dos
linfonodos, constitui o exame padrdao ouro

METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa, sob o nimero 1.301.833/
CEP/2015.Analisamosumtotalde 12amostrasde
linfonodos, sendo 4 linfomas, 1 linfoepitelioma,
1 metastase de CPT, 1 schwannoma e 5
linfonodos normais provenientes de pacientes
com massas cervicais visiveis ao exame clinico
e com indicacao cirdrgica para suspeita de
linfomas ou de outros procedimentos com
linfadenectomias.

Apesar de o schwannoma nao ser uma
neoplasia maligna e com isso nao ter a
capacidade de comprometer um linfonodo,
ele foi inserido no estudo por clinicamente

no diagnéstico destas lesdes®. Por ser menos
invasiva, a puncdo aspirativa por agulha
fina (PAAF) é a técnica mais utilizada para a
obtencdo do tecido nodular.

Porém, estudos questionam a eficacia em
sua utilizacdo, devido a perda de arquitetura
celular durante o procedimento de coleta do
material°.

Além disso, a presenca concomitante de
necrose nodular, de outra patologia e de
esclerose/fibrose, pode impedir a recolha de
uma amostra significativa influenciando na
sensibilidade e especificidade da técnica’.

Devido a estes possiveis interferentes
e, afim de auxiliar o diagnéstico realizado
pela histologia em lesbes linfonodais, novas
técnicas de diagndstico mais precisas devem
ser desenvolvidas. Estudos®910111213,1415
mostram que a espectroscopia Raman
vem sendo amplamente empregada neste
contexto, uma vez que esta técnica é capaz
de avaliar as alteracoes bioquimicas que
sabidamente antecedem as morfolégicas,
observadas pela histologia. Sendo assim, com
este estudo buscou-se identificar as principais
caracteristicas  bioquimicas em linfonodos
normais, comprometidos e em uma lesao
cervical utilizando a espectroscopia Raman
confocal.

ser semelhante a linfonodos acometidos,
apresentando massa cervical. A coleta destes
materiais foi por meio de bidpsias excisionais,
apos o paciente ter assinado o termo de
consentimento. Neste momento, foi passado
ao paciente todo o procedimento e qualquer
ddvida foi esclarecida. Apés a coleta as amostras
foram identificadas e armazenadas em tubos
criogénicos e guardadas em freezer -80°C até o
momento da obtencao de espectros.

A aquisicao dos espectros e a analise dos
mesmos foram realizadas no Laboratério de
Espectroscopia Vibracional Biomédica da
Universidade do Vale do Paraiba em Sao José
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dos Campos. No momento da analise espectral,
os tecidos foram colocados sobre janelas de
CaF2 (fluoreto de Calcio). O sistema Raman
utilizado é composto por um espectrometro
Raman confocal modelo 3510 Rivers Skin
Analyzer (Holanda). O laser aplicado sobre as
amostras teve um comprimento de onda de 785
nm, compreendendo a faixa espectral de 400
a 1800 cm-1, cuja poténcia utilizada foi de 21
mW, profundidade de 0-40 microns, tempo de
integracao 10 segundos com 1 acumulacao e
passo de 2 microns, o sinal Raman foi coletado
por um detector CCD resfriado a -95°C (Andor
iDus 416 CCD).

Apesar do laser compreender a faixa
espectral de 400 a 1800 cm-', foi escolhido
para a andlise a regido de 900 a 1800 cm-1
pois, nesta regido que conseguimos observar
as diferencas espectrais entre o0s grupos.
Terminamos a aquisicao dos espectros com um
total de 120 espectros sendo, 10 por amostra.
Os dados foram entdo submetidos ao célculo
da linha de base pelo software Labspec 5, este
procedimento foi realizado com a finalidade de
subtrair a fluorescéncia. Depois foi realizado a
normalizagdo entre 0-1, no intervalo espectral

de 900 a 1800 cm-' pelo software Minitab 1.6.
Apés a andlise de loading plot de todo o intervalo
espectral foi possivel escolher as melhores
regides discriminantes. Essa andlise ocorreu
por meio do grafico da quinta componente
principal (PC5), onde podemos observar as
regidoes que englobam a maior quantidade de
variacoes entre os tecidos.

Na andlise estatistica, primeiramente
foi utilizado o programa OriginPro 8 para
obtencdo dos espectros médio e do desvio
padrdo para todas as amostras na regido de
900 a 1800 cm-'. As seguintes etapas foram
realizadas pelo software Minitab® onde, foi feita
a classificacao dos espectros, através da Analise
de Componentes Principais (PCA), método
matematico que separa as variaveis originais de
um grupo de acordo com as suas semelhancas
através da andlise do scatterplot associado
ao loading plot e métodos supervisionados
como a Andlise de Discriminante Linear (LDA).
Também, foram determinados os valores de
sensibilidade, especificidade e acuracia do teste
através de uma matriz de contingencia baseado
nos valores encotrados pela andlise de PCA
associado aos resultados histopatolégicos.

Figura 1 - Sistema Raman utilizado, espectrometro Raman confocal modelo 3510 Rivers Skin Analyzer
(Holanda). Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica. Nov. 2016.



RESULTADOS

Na figura 2, pode ser observado o espectro
médio das amostras normalizadas entre O-1
para cada tipo histolégico analisado.

Através das médias, podemos verificar
variacbes em algumas regides espectrais como:
900 a 1100, 1100 a 1300, 1300 a 1600 cm-
. Essas regides poderiam ser utilizadas para
realizar a discriminacdo entre os espectros,
além da regido total, 900-1800 cm-'.

Pela observacao dos desvios padrao, foi
possivel concluir que as amostras normais
apresentaram um maior desvio padrdo por
apresentar maior variabilidade (Figura 3).

Os resultados estatisticos por meio da técnica
de PCA apresentaram uma melhor separacao
entre os grupos de linfonodos benignos em
relacdo aos linfonodos comprometidos por
lesOes através da avaliacao da PC5 em relacao
a PC4.

Embora a primeira componente principal
(PC1) englobe a maior parte da variacao
amostral, como observado no scree plot,
em nosso estudo a PC5 foi a componente
responsavel pela separacio dos grupos.

Associado ao scatterplot, foi gerado o loading
plot da PC5 e PC4 para identificar os principais
picos além das regioes de maior variacdo entre
os grupos (Figura 4).

Ap06s a andlise de PCA, foi aplicado a técnica
estatistica supervisionada de LDA, utilizando a
andlise linear com crossvalidation. Para esta
andlise foram utilizadas as mesmas PCs da
andlise de PCA, PC4 e PC5. O percentual de
separacdo entre os grupos obtidos pela técnica
de LDA com crossvalidation foi de 83%.

Por dltimo, foi gerado uma matriz de
contingencia sobre os resultados obtidos a
partir do scatterplot associado aos resultados
histopatologicos, onde foi possivel estabeler
os resultados de sensibilidade, especificidade e
acuracia do teste. O teste apresentou 83% de
sensibilidade, ou seja, capacidade de determinar
que as amostras analisadas eram linfonodos
comprometidos. O valor de especificidade,
capacidade de determinar um linfonodo
normal, foi de 83%, e a acuracia do teste na
determinacao do diagndstico verdadeiro foi de
83%.
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Figura 2 - Espectros médio das lesdes estudadas. Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica.

Nov. 2016.
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Figura 3 - Espectro médio com desvio padrao para os grupos analisados. A: Grupo linfonodo normal;
B: Grupo linfonodo comprometido. Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica. Nov. 2016.
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Figura 4 - Resultados observados a partir da andlise de PCA A: Scatterplot com a separacao das
amostras provenientes do grupo de linfonodos benignos em relacao a linfonodos comprometidos | ®
LB (linfonodo benigno), ® (Linfadenite), (Linfoepitelioma), 4 Linfoma), ™ (Metastase PTC),

“  (Schwannoma)]; B: Loading plot da PC4, componente utilizada no estudo para separacdo dos
grupos junto com a PC5; C: Scree plot a partir da PCA demonstrando que a PC1 engloba a maior
variabilidade amostral em relagdo a PC2, cuja variacao foi maior que a PC3 e assim por diante; D:
Loading plot PC5, componente responsavel pela separacao dos grupos, onde observamos as regides
de maior variagao e os principais picos referentes as amostras de linfonodos benignos e comprometidos.
Laboratorio de Espectroscopia Vibracional Biomédica. Nov. 2016.
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Tabela 1 - Principais picos e atribuicoes identificados para os grupos linfonodo normal e comprometidos
a partir do loading plot. Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica. Nov. 2016.

Lindonodo Normal

Picos (cm-1) Atribuicao

928 v (C-C), alongamento - provavelmente em aminoacidos prolina e valina (banda
proteica)
1032 CH?CH?® modos de torcao de coldageno e fosfolipidos, estiramento C-C, Fenilalanina
de colageno
1104 Fenilalanina
1150 Glicogénio
1184 Vibracoes de fosfato
1210 Modo de estiramento C-C6H5 em tirosina e fenilalanina
1302 Colageno, fosfolipidios, lipidios, amida Il
1330 Fosfolipidos tipicos, regido de DNA, colageno, acidos nucleicos e fosfatos
1498 Estiramento C=C em anel benzénico
1630 Amida |
Linfonodo Comprometido

Picos (cm-1) Atribuicao
970 Proteinas e acidos nucleicos celulares
1168 Lipidos
1224 Proteinas, incluindo o colageno tipo I, amida Il
1256 DNA / RNA, amida lll
1362 Triptofano, guanina
1524 Carotendides (ausentes nos tecidos normais)
1556 Triptofano, amida Il, tirosina
1662 Lipidios e acidos nucleicos

v: vibracoes stretching. Comprimento de onda com um intervalo de confianca de = 2 cm-'. Fonte: Movasaghi,
Z.; Rehman, S.; Rehman, 1.U. Raman Spectroscopy of Biological Tissues, Applied Spectroscopy Reviews, 42:5,

493-541, 2007.

DISCUSSAOD

Este  estudo realizado através da
espectroscopia Raman confocal é importante
pois, as caracteristicas bioquimicas contidas em
cada tecido contribuem na sua caracterizacao.
Na Figura 2, podemos visualizar os espectros
médios de cada tipo histol6gico demonstrando
que embora diversas regidoes do espectro

sejam semelhantes entre linfonodos normais
e comprometidos, ainda ha diferencas que
ajudam na discriminacdo e consequentemente
na caracterizacao dos mesmos.

Na Figura 2 contendo o grafico da média e
do desvio padrdao foi demonstrado um maior
desvio para o grupo de linfonodos normais. Tal



fato é explicado, uma vez que o tecido normal
apresenta uma maior variabilidade em relacao
ao comprometido.

Na técnica de PCA, observamos que
as principais PCs que contribuiram para a
separacdo entre os grupos foram a PC4 e a
PC5, apesar de a PC1 e a PC2 serem as PCs que
englobam a maior parte da variacdo amostral
', O scatterplot gerado com estas PCs (Figura
4) demonstrou uma importante separacao
entre as amostras estudadas, sendo que de 6
amostras caracterizadas histologicamente como
linfonodos normais, apenas 1 foi agrupada
com o grupo linfonodo comprometido e de
5 amostras classificadas como linfonodos
comprometidos, apenas 1 foram classificadas
pela técnica como linfonodos normais.

A amostra denominada linfoadenite, apesar
de ser uma forma de comprometimento
de linfonodo ndo se separou no grupo de
linfonodos comprometidos pois, trata-se de
um quadro infeccioso sem aspecto histologico
de malignidade. Desta forma, concluimos que
a mesma foi classificada no grupo linfonodo
normal por ndo ser um linfonodo proveniente
de um tecido neopldsico. Da mesma forma
justifica-se a classificacio de um linfonodo
comprometido com schwannoma no grupo
linfonodo normal. O schwannoma, tumor que
se desenvolve a partir das células de Schwann é
histologicamente classificado como benigno'’,
ou seja, ndo possui caracteristicas malignas
como os linfomas e o linfonodo acometido por
metastase de CPT.

Associado ao scatterplot foi gerado um
loading plot a partir da PC5, responsavel
por separar as amostras no scatterplot,
onde foram evidenciados os principais picos
representativos para o grupo normal e para o
grupo comprometido (Tabela 1).

Dentre os picos presentes para 0 grupo
normal podemos ressaltar o pico de 1302 cm-
!, também encontrado por Malini et al.’®, que
avaliou tecidos normais, inflamatérios, pré-
malignos e malignos da regiao oral. O pico
1.104 cm-', atribuido a fenilalanina, também
encontrado por Neto 17 em um estudo onde
foi feita a caracterizacdo bioquimica de lesoes
da tireoide. Pujary et al."®, analisando tecidos
normais e tumorais de hipofaringe, também
observou o pico 1302 cm-', atribuindo a

presenca de lipideos em tecidos normais.

Outros importantes picos referentes ao
linfonodo normal é o de 1330 cm-' atribuido
ao DNA, resultado também observado por
Chan et al.?%, em um estudo sobre comparacao
de células normais e transformadas e o pico
1150 cm-' atribuido ao glicogénio, resultado
também observado por Kamemoto et al.?', o
qual determinou que o mesmo estd associado
a maturacao celular, processo que se altera em
neoplasias.

Ja entre os picos para o grupo linfonodo
comprometido, vale considerar o pico de 1662
cm-', referentes ao componente de lipidios
e, quando presente em tecidos neoplasicos,
sugerem um maior grau de agressividade do
tumor, atribuido a perturbacdes da membrana
de células cancerigenas?? e, o pico de 970cm-!,
atribuido a DNA/RNA, que sabidamente estao
presentes em maior quantidade em tecidos
acometidos por cancer?,

Além da andlise de PCA, o teste de LDA
através do método linear com cross validation,
apresentou um importante valor discriminante
de ~ 83,3%, ou seja, a técnica conseguiu
classificar os dois grupos com eficacia.
Associado aos valores de discriminacao
obtidos pela técnica de LDA, os resultados de
sensibilidade, especificidade e acuracia do teste
encontrados através da matriz de contingencia
nos permitem classificar a espectroscopia
Raman como uma importante técnica na
diferenciacdo de linfonodos.

O teste, baseado nos resultados
classificatorios a partir do scatterplot associado
ao diagndstico histopatolégico apresentou
um valor de sensibilidade de 83%, com uma
especificidade de 83% e uma acuracia de 83%.

Ao compararmos os valores obtidos por
Corréa et al.?* utilizando Raman dispersivo para
caracterizar linfonodos observamos que os
valoresdesensibilidade, especificidadeeacuracia
foram menores. Isto pode ter acontecido, pois
enquanto que no Raman dispersivo a analise
é possivel apenas superficialmente, o Raman
confocal nos permitiu avaliar a amostra em
diferentes profundidades.

Resultados semelhantes foram obtidos
por Horsnell et al.®, os quais diferenciaram
linfonodos cervicais normais de acometidos por
metastases de cancer de mama no momento
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intra-operatério, com uma sensibilidade de
81%.

Portanto, a técnica de espectroscopia
Raman por meio das caracteristicas bioquimicas

CONCLUSAO

O processo de caracterizacdo bioquimica
permitido pela espectroscopia sobre linfonodos
foi importante, pois com as informagoes
bioquimicas obtidas foi estabelecido um padrao
bioquimico caracteristico para linfonodos
normais e alterados, possibilitando possiveis

conseguiu separar com eficiéncia os diversos
tipos de linfonodos, normais e acometidos
por patologias além de estruturas cervicais
comprometidas.

eficiéncia da espectroscopia Raman confocal
quando utilizada para a caracterizacdo de
tecidos biolégicos, a qual foi capaz de diferenciar
linfonodos normais de comprometidos.
Levando em consideracao a precisao e rapidez,
desta técnica, ela pode ser uma importante

estudos in vivo.
Apos este estudo podemos comprovar a

ferramenta no auxilio do diagnéstico dessas
lesoes.
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