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RESUMO

Neste trabalho foi realizada andlise dos artigos existentes na literatura e a partir destes foram
selecionados alguns artigos para destacar a evolucao da aplicacdo das técnicas espectroscopicas
na area de Oftalmologia. Para adentrar a essa area iniciamos descrevendo o sistema ocular,
componentes, caracteristicas e doengas associadas. Em seguida discorreu-se sobre as técnicas
espectroscopicas. Detalhes das preparacdes de amostras e métodos de analise dos resultados
foram os principais aspectos considerados. Através dos resultados publicados na literatura
pode-se observar uma evolucdo na aplicagdo das técnicas espectroscopicas quanto aos
equipamentos utilizados indicando claramente que houve uma mudanga de aparato. Como
consideragdes importantes destacamos a determinacdo do contetido proteico em quase a
totalidade dos artigos no que se refere a ambas as técnicas. Com a mesma finalidade de analisar
as estruturas dos tecidos oculares, observa-se que, no decorrer dos anos, os artigos analisados
possuem abordagens diferentes confirmando o desenvolvimento tecnoldgico das técnicas
espectroscopicas. Também neste trabalho foi realizado um mini roteiro de tratamento de

espectros, utilizando o software Spectragryph.

Palavras-chave: Espectroscopia. Raman. Infravermelho. Transformada de Fourier. Tecidos

oculares.



ABSTRACT

In this work, an analysis of existing articles in the literature was carried out, and from these,
some articles were selected to highlight the evolution of the application of spectroscopic
techniques in the field of Ophthalmology. To enter this area, we start by describing the ocular
system, components, characteristics and associated diseases. Then, the spectroscopic
techniques were discussed. Details of sample preparations and result analysis methods were the
main aspects considered. Through the results published in the literature, it is possible to observe
an evolution in the application of spectroscopic techniques regarding the equipment used,
clearly indicating that there was a change of apparatus. As important considerations, we
highlight the determination of protein content in almost all articles regarding both techniques.
With the same purpose of analyzing the structures of ocular tissues, it is observed that, over the
years, the articles analyzed have different approaches, confirming the technological
development of spectroscopic techniques. Also in this work, a mini script for the treatment of

spectra was carried out, using the Spectragryph software.

Keywords: Spectroscopy. Raman. Infra-red. Fourier transform. Eye tissue.
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1 A VISAO E DOENCAS ASSOCIADAS

O ato de ver tem papel determinante em nossas vidas. A visdo ¢ um dos cinco sentidos
imprescindiveis a manutencdo de uma vida sauddvel. Ela garante, entre outras coisas, a
interacao entre os individuos, como comunicagao face a face a partir de gestos e expressoes
faciais. Fundamental para as atividades didrias dos seres humanos em todas as fases da vida.
Para os bebés o ato de ver, reconhecer a familia ¢ membros ajuda no desenvolvimento
intelectual e social, melhorando também as habilidades motoras, coordenagdo e equilibrio.[1]
No periodo da infincia a adolescéncia a visdo possibilita o acesso a materiais educacionais e
como consequéncia o alcance para o €xito educacional. Os materiais didaticos e todas as
atividades sdo preparadas para individuos com a visdo saudavel. Em contrapartida, o esfor¢o
para permitir o mesmo nivel de qualidade de vida as pessoas que tém algum tipo de
comprometimento de visdo vém sendo aperfeicoado, mas ainda sdo insuficientes.[1] As
habilidades sociais sdo desenvolvidas a partir da visdo, promovendo bem-estar e autoestima,
pois ha maior socializacdo do individuo através da amizade. O desenvolvimento fisico, satde
mental e fisica, sdo fatores importantes que acontecem com base na participag¢do do individuo
em atividades esportivas e sociais. Na fase adulta, a visao facilita a contribui¢cao na forca de
trabalho, e auxilia no gozo em outras areas da vida que sao idealizadas em torno da capacidade
de ver, como cultura e esportes. Mais adiante na vida, o ato de ver contribui a manter o contato
social e a independéncia e propicia a melhores cuidados na satde. Condi¢des oculares que
causam deficiéncia visual e cegueira interferem diretamente na vida dos individuos afetando as
atividades sociais, saude fisica e mental. [1]

O relatorio publicado pela Organizagcao Mundial da Satde (OMS) apresenta informagao
de que no mundo problemas oculares e deficiéncia visual sdo generalizados e acometem 2,2
bilhdes de pessoas. Esses dados também indicam que pelo menos 1 bilhdo desses casos
poderiam ser evitados € que existem um nimero de casos relevantes nao tratados. Qualquer
coisa que resolvermos fazer sem a visdo demandaria uma mudanga rigorosa em habitos e
decisdes. Entretanto, como um dos nossos sentidos mais relevantes ainda ocupa uma posi¢ao
de preocupacao entre as doencas a serem examinadas. [1]

A Fisica Médica constitui-se como uma area de investigagao com carater interdisciplinar
e possui aplicacdo no ambito clinico e na pesquisa aplicada, para o diagnostico e terapia de
doencas. Assim, a Fisica Médica permite conhecimento fisico essencial de variadas técnicas

terapéuticas e de diagndstico para caracterizar e desenvolver as tecnologias. [2]
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A pesquisa desenvolvida com equipamentos que permitem monitorar o tecido no nivel
molecular apresenta detalhes da estrutura e fungdo fisioldgica que permitirdo um avango e
sugestao de tratamento efetivo e ou prevengao, incluindo tratamentos preventivos. As técnicas
nanotecnologias ndo invasivas permitem verificar alteragdes nos tecidos oculares detectando
variagOes da fisiologia e as alteragdes minimas no tecido. [2]

Partindo do exposto acima e considerando a importancia da visdo para a qualidade de
vida do individuo este trabalho propde-se a descrever o sistema ocular e suas peculiaridades e
examinar os principais experimentos e resultados da aplicacdo de técnicas espectroscopicas
realizadas para caracterizagdo de doengas oculares. Primeiramente sera apresentado um estudo
breve sobre os olhos e os principais tecidos oculares, logo em seguida serdo abordadas algumas
doencas que acometem os tecidos oculares, nas quais podem levar os individuos a cegueira.
Posteriormente serdo citados exemplos de exames clinicos que sao utilizados rotineiramente
Oftalmologia. Discorreremos sobre as técnicas espectroscopicas nao destrutivas € nao invasivas
que fornecem caracteristicas a nivel molecular e estrutural dos tecidos. As técnicas de
espectroscopia Raman e Infravermelho foram consideradas neste estudo. Foram realizadas
analises dos avangos tecnologicos entres os anos de 1980-2000 e 2000-2020, nos estudos

aplicados a Oftalmologia com énfase em doengas que podem causar a cegueira.

1.1 TECIDOS OCULARES

O olho ¢ constituido por trés camadas de tecido: o tecido conjuntivo fibroso, uma tinica
vascular e a retina. Os tecidos oculares apresentam estruturas complexas e quando ndo estdo
sadios as afecgdes alteram a composi¢ao inicial dos tecidos modificando suas fungdes
fisiologicas e opticas. [3][4] A camada externa ¢ composta pela esclera que corresponde a um
tecido branco e rigido. O tecido escleral cobre o globo ocular e € o revestimento protetor externo
fibroso do olho. As fibras que o compdem sdo coldgenas em forma de feixes compactos de
proteinas, sua distdncia de centro-centro corresponde a 200 nm.[5] Nessa parte dianteira, a

camada externa opaca modifica-se na cérnea.[6]

1.1.1 CORNEA
A cornea ¢ um tecido avascular e transparente [7]. Este tecido estd em contato com o
ambiente externo, ¢ uma das suas principais fungdes ¢ assegurar a refracao Optica. A sua

transparéncia € que permite a transmissao e refracdo da luz. A cornea possui cinco camadas, as
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quais podem ser observadas na figura 1, uma dessas camadas corresponde ao estroma da cornea,
o qual ¢ responsavel por 90% da espessura da cornea. A composicao desta camada ¢ composta
por lamelas entrelagadas de fibrilas de colageno. A cérnea possui suprimento de oxigénio da

atmosfera através do filme lacrimal e por ser avascular ndo tem suprimento de sangue. [5]

Figura 1 Representagcdo das 5 camadas da cornea e suas espessuras. EP: epitélio; BM: membrana de

Bowman; SP: estroma da cornea; DM: membrana de Descemet; En: endotélio.

Fonte: Adaptada da referéncia [8].

A camada intermediaria de tecido € constituida de trés estruturas: iris, o corpo ciliar e a
coroide. A iris € composta por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e células pigmentadas, a
qual pode ser vista através da cornea. A pupila se encontra em seu orificio central. O corpo
ciliar ¢ uma estrutura extensivamente vascularizada. Ele circula o cristalino e acomoda o
musculo ciliar, o qual auxilia o ajuste da capacidade de refracdo do cristalino. A sua
vasculariza¢cdo produz o fluido que preenche a parte dianteira do olho. A estrutura coroide ¢
constituida de tecido conjuntivo e vasos sanguineos, os quais servem como a principal fonte de
suprimento sanguineo para a retina. A coroide possui melanocitos e ¢ amplamente pigmentada,

o que auxilia na absor¢do de luz que chega a retina, desse modo evita a reflexdo. [6][8]

1.1.2 RETINA
A camada interna ¢ a retina. Ela contém neuronios que sao especializadas em capturar
a luz e transmite sinais elétricos ao nervo optico. A parte da retina localizada mais posterior e

central ¢ nomeada macula [6] [8].
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1.1.3 CRISTALINO

O cristalino ¢ uma lente que possui uma estrutura biconvexa e ¢ quase completamente
transparente. Ele esta localizado entre a iris € o humor vitreo e ¢ sustentado por finas fibras
zonulares. E também possui um acentuado teor de proteina de 60 %. No decorrer da vida as
células epiteliais pds-mitdticas na zona equatorial produzem constantemente novas fibras.
Diferente de outros tecidos a lente ¢ um sistema fechado em que nao ha reducdo de fibras ao
longo da vida. As proteinas das fibras das lentes sdo tdo antigas quanto o individuo, portanto

estao sujeitos a fatores de envelhecimento que acabam ocasionando, por exemplo, a catarata.

[6]

1.2 LESOES E DOENCAS DOS TECIDOS OCULARES

1.2.1 DOENCAS ACOMETIDAS NA CORNEA

Lesdes mecanicas, térmicas, quimicas e infecgdes microbianas podem causar danos a
cornea gerando opacificacdo na cornea transparente, perda da visdo e cegueira. [6] Segundo
dados da Organizagdo Mundial da Satide, no mundo ha 4,2 milhdes de pessoas que sofrem de
opacidade na cornea[l]. Um exemplo de disfungdo da cornea é a ceratocone que pode ser
desenvolvida por fatores genéticos, bioquimicos ou comportamentais, como a ac¢do de

friccionar os olhos. [9] A ocorréncia da ceratocone varia 20 a 230 por 100.000 habitantes. [10]

A tracoma ¢ uma doenca provocada por infec¢do ocular causada pela bactéria conhecida
como Chlamydia trachomatis. A inflamagdo pode progredir para formacdo de cicatrizes na
conjuntiva tarsal superior conhecida também como conjuntiva palpebral, indicado na figura 2

em verde. [11]
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Figura 2 Partes que constituem a conjuntiva.

Glandula de Krause =

+ Foérnice
conjuntival
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» Conjuntiva palpebral

Glandula Meibomiana *
* Cilios

Fonte: Extraida na integra da referéncia [8].

Quando a cicatriz distorce a palpebra superior ¢ desenvolvida a triquiase, que ¢ quando
os cilios ndo estdo na dire¢do normal, e isso faz com que um ou mais cilios arranhem a cornea,
machucando-a e causando cegueira. Essa doenga ¢ uma das principais causas de cegueira no
mundo e afeta cerca de 84 milhdes de individuos, outros 7,6 milhdes tém a doenga em estagio
terminal, entre eles cerca de 1,3 milhdes sdo cegos. Em 1998 a OMS iniciou uma campanha

para extin¢do do tracoma, a Eliminacdo Global do Tracoma até¢ 2020. [11]

1.2.2 DOENCAS ACOMETIDAS NA RETINA

A Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) ¢ uma patologia que causa
cegueira em individuos com mais de 50 anos. H4 uma estimativa de que o niumero de pessoas
afetadas por DMRI seja de 196 milhdes em 2020 e 288 milhdes em 2040. Essa doenca apresenta
alteragdo e aglomeracdo de detritos acelulares amarelos focais no epitélio pigmentado na retina
e na membrana de Bruch [12] [13]. Outra doenca de grande incidéncia € Retinopatia Diabética
(RD) que ¢ um problema microvascular do diabetes mellitus que € responsavel por causar

cegueira. A RD afeta no mundo cerca de 35% dos individuos com diabetes mellitus. [14]

O nervo 6ptico quando lesionado pode causar glaucoma. A glaucoma ¢ principal causa

de cegueira irreversivel no mundo. O dano ocasionado por esta doenga que acomete as células
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ganglionares da retina e seus axdnios causando estreitamento da camada de células ganglionares

e a camada de fibra nervosa da retina. [15]

1.2.3 DOENCAS ACOMETIDAS NO CRISTALINO

A catarata ¢ a opacificacdo progressiva da lente. [8][5][16]. A catarata é considerada 50
% da causa da cegueira no mundo. A lente ¢ transparente devido a desidratacdo ao meio que ¢é
situado, quando ocorre mudanga em sua capsula ha alteragao do estado eletrolitico interferindo

no desenvolvimento normal dessa lente, ou seja, se torna opaca. [17]

1.3 EXAMES NA OFTALMOLOGIA

A partir dos exames clinicos, as informag¢des coletadas auxiliam para estabelecer o
diagnostico. Os exames sao compostos por duas etapas, anamnese ¢ o exame fisico. Na
anamnese sao adquiridos dados subjetivos, através de uma entrevista que o profissional da
saude faz ao paciente. No grego anamnesis significa recordar, assim na anamnese clinica o
paciente expressa suas sensagdes. No exame fisico o profissional avalia os pacientes através de
sinais e sintomas validando os achados na anamnese, também ¢é conhecido como exame
objetivo. [18] Na oftalmologia, os exames fisicos avaliam as fungdes visuais € ndo visuais,
como movimento e alinhamento, ¢ anatomias dos olhos. Uma boa visdo é consequéncia de uma
via visual neurologica ilesa, um olho com estrutura saudéavel, e foco apropriado do olho. Deste
modo, na oftalmologia sdo realizados testes clinicos e exames médicos que permitem encontrar
estagios de lesdo. [19] Os testes diagnodsticos sdo utilizados com o objetivo de avaliar uma
propriedade, caracteristica ou uma fun¢do de uma determinada amostra, comparando-a com um
padrdo estabelecido. [20]

O exame fisico oftalmoldgico deve comegar com o exame ocular externo que se baseia
na inspecdo das estruturas mais anteriores do globo ocular. Através do exame ocular externo
pode ser identificados desvios oculares, alteragdes das palpebras, opacificagdes da cornea ou
modificagdes da sua morfologia, corpos estranhos, opacificagdes do cristalino e do vitreo, entre
outros. A palpacdo ¢ realidade somente se existir inflamacao ou edema de palpebra ou da regido
lacrimal. Apo6s o exame ocular externo ¢ realizado o estudo da movimentagdo ocular de cada
olho e dos dois olhos atuando juntos. Em seguida ¢ feito o exame de acuidade visual e a
estimativa do campo visual, no qual ¢ conduzido para cada olho, separadamente. As ametropias
(miopia, hipermetropia e astigmatismo) sdo os motivos frequentes de diminui¢do da acuidade

visual. [21][22]
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Para uma melhor inspe¢do, os instrumentos sdo utilizados como exames
complementares. A seguir estdo listados exemplos de exames:

e A retinoscopia permite quantificar eventual vicio de refracao nos meridianos do
olho;

e A refratometria computadorizada com testes de lentes podem facilitar a detecg¢ao
de vicios na refracao;

e A tonometria ¢ um exame que obtém a medida da pressao ocular;

e O estudo bidimensional de diferentes estruturas oculares, de tumores, corpo
estranho, entre outros, € feito a partir da ultrassonografia, ecografia ou biometria;

e Para medir a curvatura da cornea utiliza-se a ceratometria, ¢ para medir a
espessura da cornea utiliza-se a paquimetria;

e O estudo da circulacio da retina e da coroide ¢ feito a partir da
angiofluoresceinografia, na qual observa-se o estado dos vasos da retina apds a

injecdo sistémica de fluoresceina. [23] [24]

A tomografia por coeréncia optica (OCT) ¢ um exame que mede a estrutura intraocular em
trés dimensdes, deste modo oferece informacdes adicionais para um melhor diagndstico. A
OCT permite analise detalhada do disco Optico, camada de fibra nervosa da retina e macula. E
através da angiografia OCT ¢ obtido imagem vascular retinal e coroidal sem a injecdo
intravenosa. Estudos vem sendo realizados para maiores aplicagcdes da OCT na oftalmologia.
[5]125][26]

A falta de acesso aos exames oftalmologicos devido a status socioecondmico, género, € 0
custo do cuidados com os olhos gera consequéncias graves em individuos que possuem

deficiéncia visual, levando a cegueira. [1]

1.4 IMPORTANCIA DA ESPECTROSCOPIA PARA DIAGNOSTICO E TERAPIA DE
TECIDOS BIOLOGICOS

A espectroscopia € uma das principais técnicas nas aplicagdes biomédicas, pois auxilia
no campo da avaliagdo clinica fornecendo informagdes em nivel molecular, possibilitando o
estudo de grupos funcionais, tipos de ligagdes quimicas e conformagdes moleculares. [27] A
literatura apresenta diferentes estudos de aplicacdes de técnicas espectroscopicas para a analise
de diferentes tecidos biologicos. [28] Através das técnicas espectroscopicas, um tecido

bioldgico pode ser estudado e com os dos dados espectrais coletados pode-se comparar o
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resultado obtido com um espectro padrdo, e assim, avaliar se 0 comportamento espectral foi o
esperado. Deste modo, as técnicas espectroscopicas auxiliam no diagnostico e monitoramento

de lesoes nos tecidos biologicos.

A espectroscopia Raman ¢ um exemplo de método utilizado para a analise dos tecidos.
Os resultados satisfatorias do uso desta técnica tém motivado pesquisadores a ampliarem seu
uso em diferentes areas. De 2006 a janeiro de 2019, um total de 1785 artigos foram publicados

Conforme pode ser observado na Figura 1. [29]
Figura 3. Artigos publicados usando a técnica de espectroscopia Raman de 2006 a janeiro de 2019.
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Fonte: Adaptada da referéncia [29].

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica espectroscopia vibracional simples,
reproduzivel, ndo destrutiva para o tecido e utilizada para pequenas quantidades de material
(microgramas a nanogramas) com o minimo de preparagdo da amostra. Nos espectros
vibracionais as bandas espectrais sdo especificas da molécula e fornecem informagdes diretas

sobre a composi¢ao quimica. [27]

Com os métodos espectroscopicos, um campo consideravelmente amplo de estudos em
ciéncias da vida e medicina tem sido visto nos ultimos anos. Acredita-se que em pesquisas
relacionadas a técnicas espectroscopicas, tanto o procedimento experimental quanto a
caracterizacdo das posicdes espectrais e suas atribuicdes com a detec¢do e definicdo precisas

de pico, sdo de muita importancia. Apesar de investigadores usarem técnicas espectroscopicas
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diferentes ha uma semelhanca na interpretacao espectral e este fato possibilita a comparagao de

espectros de técnicas diferentes utilizando a mesma amostra. [27]

1.4.1 ESPECTROSCOPIA APLICADA AOS TECIDOS OCULARES

A analise da estrutura dos tecidos oculares tem importancia no diagnostico e prevencao
de futuras patologias. O olho, comparado com os outros tecidos e o6rgaos, possui a chamada
midia oOtica clara permitindo adquirir repetidamente de maneira ndo invasiva. [30] Técnicas
espectroscopicas sdo significativas ferramentas para o diagnostico de tecidos. Estes métodos

concedem caracterizagao a nivel molecular e ndo destrutiva in vivo, para biopsia ou in vitro.

[31]

Na pesquisa dos artigos publicados na literatura sobre o tema deste trabalho observamos
que as técnicas de Espectroscopia Raman, espectroscopia de infravermelho e espectroscopia no
infravermelho médio com transformada de Fourier sdo exemplos de técnicas que estdo sendo

utilizadas para estudos em diagndstico e terapia em tecidos oculares. [32][33][34]

A crédito de conhecimento, destaca-se que também foram encontradas investigagdes
com biomateriais aplicados ao sistema ocular. As técnicas fornecem um monitoramento da
estrutura do biomaterial antes e depois da implantacdo sem qualquer modificagdo. Os
biomateriais utilizados em proteses oculares sao constituidos de polimeros organicos. Esses
polimeros devem ter propriedades Opticas precisas para nao interagir com o ambiente biologico.
Este material possui requerimentos de aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos quanto a
biocompatibilidade, os quais podem ser estudados através de técnicas espectroscopicas. [35]
[36] A lente intraocular sintética e lentes de contato sdo exemplos de biomateriais. Estudos
mostraram que essas lentes pode ser usada em individuos que possuem deficiéncia visual com

0 objetivo de preservar e restaurar a visao. [37]
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2 METODOLOGIAS UTILIZADAS NA LITERATURA

Nesta secao foi realizada uma compilacdo dos véarios métodos propostos na literatura

para o diagnoéstico e terapia de tecidos oculares. Na figura 4 ¢ ilustrado a metodologia de

pesquisa deste projeto.

Figura 4. Mapa conceitual, metodologia de pesquisa do trabalho

DMRI, RD, glaucoma

Fonte: Elaborada pela autora.

A espectroscopia € a ciéncia que estuda a interacao da luz incidente com a substancia.
Ela determina quais energias e quantidades especificas de luz sdo absorvidas e posteriormente

reemitidas. Os espectros oferecem “impressdes digitais” que sdo atributos de diferentes

elementos e compostos quimicos. [2]
Na tabela 1 estdo listados as regides de espectros Opticos que sao de interesse na

espectroscopia.

Tabela 1 — Regides de interesse em Espectroscopia.

Faixa de comprimento de onda Numero de onda

Ultravioleta distante 5A-2.000A 2 X107 em™1 -50.000 cm™1
Ultravioleta 2.000 A —4.000 A 50.000 cm~* —25.000 cm™1!
4.000 A —7.000 A 25.000 cm™1 - 14.300 cm™?

Visivel
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Infravermelho préximo 7.000 A —12.000 A 14300 cm™! —8.333 cm™1
Infravermelho 1,2 pm — 40 pm 8.333cm™1 250 cm™?
Infravermelho distante 40 pm — 1.000 um 250cm™t -~ 10 cm™1

Fonte: Extraida da referéncia [2].

Os ntmeros de ondas sdo usados para identificar as linhas espectrais pois sdo
proporcionais as transicdes de energia envolvidas. Quanto maior o nimero de onda, maior seré
a energia da transicao que da origem a linha espectral. [2]

As energias relacionadas as vibragdes moleculares, que pode ser observada na Figura 5
[30], se incluem a regido infravermelha do espectro eletromagnético. A espectroscopia
infravermelha é conhecida como espectroscopia vibracional e ¢ utilizada como técnica de

identificacao de grupos funcionais em compostos organicos.

Figura 5. Processos moleculares da radiagdo infravermelha.

A

9 o

Fonte: Adaptada da referéncia [30]

Ao interagir com a radiacdo eletromagnética, as moléculas tem um efeito elétrico ou
magnético que ¢ motivado pelos componentes elétrico ou magnético da radiagao. Na figura 6
[30], é observado que as vibragdes de moléculas geram mudancas nos dipolos elétricos que

podem interagir com o componente elétrico da radiagdo eletromagnética.

Figura 6. Mudanca no momento de dipolo da agua devido as vibragdes de alongamento assimétrico da

ligacdo O-H.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [30].
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Uma transicdo entre estados acontece se a energia fornecida pela radiagdo

eletromagnética € igual ao espago de energia entra os dois estados, ou seja,
hc
AE =hv = T (2)

Na qual AE ¢ diferenca de energia, h ¢ a constante de Planck, a letra grega v ¢ a
frequéncia, ¢ ¢ a velocidade da luz e 1 é o comprimento de onda.

Isso mostra que a molécula absorve a radiagao do comprimento de onda, A e assim uma
linha de absor¢ao nitida aparece neste comprimento de onda, como mostra na figura 7A. As
linhas de absor¢@o na pratica ndo sdo nitidas, mas aparecem como picos bastante amplos como
mostra na figura 7B. Na figura 7B também podemos notar que as flutuagdes na linha e a propria
linha de base, que ndo ¢ horizontal. Fatores instrumentais sdo responsaveis pela linha de base
nao horizontal, pois o ruido ¢ a manifestagdo dos sinais fracos gerados pela eletronica do
instrumento. Para obter uma razoavel linha de base horizontal para as amostras basta subtrair o

espectro obtido a partir do solvente em que a amostra € dissolvida. [30]

Figura 7. Espectro idealizado para uma unica transi¢do de comprimento de onda (A) e um espectro

obtido experimentalmente (B).
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [30].

Os picos de absor¢ao sdo amplos por alguns fatores como:

Fatores instrumentais: as fendas que deixam que a luz incidente incida sobre a amostra
e a luz emergente para o detector tém larguras infinitas.

Fatores de amostra: as colisdes entre as moléculas em uma amostra influenciam a

vibragdo e movimentos rotacionais das moléculas causando o alargamento.
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Alargamento intrinseco: este alargamento surge do principio de incerteza de
Heisenberg, o qual diz que quanto menor for a vida util de um estado, mais incerta € sua energia.
As transi¢des moleculares sao finitas e sua energia nao ¢ exata. [38]

Ax X Ap ~ h (3)
AE X At~ h (4)

As expressdes matematicas do principio de indeterminagdo de Heisenberg sdo as
equacdes 3 e 4. A equacdo 3 apresenta o fato de que as fungdes de distribui¢do de posicao e
momento ndo podem ser determinadas ao mesmo tempo, elas estdo relacionadas entre si. Por

causa dos erros experimentais o produto de Ax e Ap é muito maior que A. Ao definir Ax e Ap
. . , . , R

como desvios-padrao, o valor minimo do produto das duas grandezas ¢ p Deste modo, obtemos

as equacgdes 5 e 6. A equagdo 6 explica o fato de que ndo podemos obter ao mesmo tempo a

energia de uma particula e o instante de tempo no qual ela possui essa energia. [39]

h
Ax X ApZE(S)

h
AE x At 2 5 (6)

Se At ¢ o tempo de vida de uma molécula em um estado excitado, a incerteza na energia

dos estados ¢ dada por:
AE x At > n 7
2=

Onde, h = —

h
2’

Quando a radiagdo eletromagnética interage com uma molécula, trés fenomenos podem
ocorrer: absorcdo, transmissdo e espalhamento. Os dois primeiros fendmenos estdo
relacionados ao espectro infravermelho médio, e o ultimo ¢ responsavel pelos espectros Raman.

[29]

2.1 A ESPECTROSCOPIA DE ESPALHAMENTO RAMAN

A espectroscopia de espalhamento avalia certas propriedades fisicas mensurando a
quantidade de luz que uma substancia espalha em certos comprimentos de onda. A
espectroscopia Raman ¢ umas das aplica¢des principais da espectroscopia de espalhamento.

[40] As intensidades das bandas nos espectros infravermelho e Raman baseiam-se de quao
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efetiva ¢ a transferéncia de energia para a molécula, e este procedimento difere entre as duas
técnicas. [29]

Para ocorrer a absor¢do de infravermelho deve haver uma variacdo no momento de
dipolo elétrico da molécula. Como consequéncia, as ligagdes polares tendem a apresentar sinais
maiores do que as ligagdes ndo polares. J4 no espalhamento Raman, a atividade depende da
variacdo do momento de dipolo induzido, no entanto, ocorre o oposto do infravermelho: as
ligacdes apolares apresentam maiores sinais do que as ligagcdes polares. Por este motivo nas
aplicacdes em ciéncias da vida as duas técnicas sdo utilizadas muitas vezes de forma a
complementar para o resultado espectroscopico. [29]

A atual fonte de energia da espectroscopia Raman sdo os lasers. Quando a luz
monocromatica ¢ focada na amostra, os fotons incidentes vao para o estado virtual e, logo apds,
os fotons espalhados sao medidos como pode ser observado na Figura 8. O estado virtual nao ¢
real e ndo se atribui a nenhum estado eletronico ou vibracional pré-existente da molécula, mas

¢ gerado no instante da incidéncia do laser. [29]

Figura 8. Ilustracdo esquematica da absorcdo no infravermelho médio, espalhamento Rayleigh,
espalhamento Stokes, espalhamento anti-Stokes e fluorescéncia. As setas para cima representam a

excitagdo enquanto as setas para baixo indicam a emissdo.

Estado eletronico
excitado

Estado virtual
excitado

— y=3

NGmero de onda (em 1)

v=2

E— — =t wv=1
[

Espalhamento  Espalhamento  Espalhamento

Infravermelho Rayleigh Stokes Anti-Stokes

Fluorescéncia

Fonte: Extraida na integra da referéncia. [29]

No espalhamento Rayleigh ndo ha nenhuma diferenga de energia entre o foton incidente
e o espelhado, ou seja, € um espalhamento elastico. Quando hd uma diferenga de energia entre
o foton incidente e espalhado, é chamado de espalhamento inelastico. Se a energia é transferida
do foton para a molécula, o foton espalhado possui uma energia mais baixa e um comprimento
de onda mais longo, e ¢ conhecido como espalhamento de Stokes. Se acontecer o contrario, ¢

conhecido como espalhamento anti-Stokes. (Figura 6) [29]
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Na espectroscopia Raman, as amostras sdo analisadas com pouca ou nenhuma
preparacdo. As amostras podem estar em diferentes modos, como em pd, cristais, comprimidos,
capsulas e liquido, e também por meio de uma camada fina de material de embalagem comum,
como pléstico ou vidro transliucido ou transparente. [41]

Na figura 9 pode ser visualizado um esquema da instrumentagdo Raman, como, a
montagem de sistema Raman de fibra Optica in vivo e o sistema microscépico Raman. A
instrumenta¢do moderna apresenta principalmente um laser como fonte de excitacdo, um
microscopio ou sonda de fibra dptica para interface de amostragem e espectrOmetro para
detector. [42] A evolugdo da técnica Raman € representada na figura 10 entre os anos de 1928

a2010. [42]

Figura 9 Diagrama esquematico de espectrometro Raman de laboratorio. A) Sistema Raman de fibra

optica in vivo e B) sistema microscopico Raman.
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Fonte: Adaptada da referéncia [42].

Figura 10 Avangos técnicos da espectroscopia Raman.

Raman
R estim “Iad‘_' e Raman Detectores Espectroscopia

C.V.Raman Espectrometro Espectro CARS Anti- acoplado com CCD SERS' d.e uma Raman
_rec.ebe o de grade Raman Stokes microscopia combinado unica espacialmente
prémic Nobel Raman Coerente com Raman molécula

deslocada

comercial

1928 1930 1930s 1940s 1950 1953 1965 1969 1970 1973 1990 1997 1999 2005 2010

C. V. Raman

T Monocromador Observagio de Lasers. Dispositive Espectroscopia Espectrdmetro Imagens de SORS de
descobriu o espectros de de carga Raman com confocal célula vivas superficie

efeito Raman ressondncia acoplada superficie Raman usando CARS aprimorada

Raman (ceo) melhorada

—

Fonte: Adaptada da referéncia [42].
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As formas de aquisi¢ao de dados podem ser por mapeamento de pontos, mapeamento
de linhas e imagens. O mapeamento fundamenta-se em obter os espectros através do movimento
da amostra em relacao ao laser, em contrapartida na técnica de imageamento os espectros sao
adquiridos sem esse movimento. Na figura 11 pode se visualizar as diferentes formas de
aquisi¢ao de dados, na qual em vermelho ¢ destacada a quantidade de pixels por comprimentos

de onda que podem ser obtidos a cada leitura. [29]

Figura 11 (a) Mapeamento de pontos, (b) mapeamento de linhas e (¢) imagens.

(a) (b} (c)

A A
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M

Fonte: Extraida na integra da referéncia [29]

Na técnica de mapeamento ha o mapeamento ponto a ponto ou mapeamento de
varredura linear. O mapeamento ponto a ponto também conhecido como mapeamento de ponto,
(Figura 11a), o laser é focado em um ponto na amostra € um espectro ¢ obtido neste ponto/pixel,
logo a amostra ¢ movida e uma novo espectro ¢ obtido na mesma regido e assim por diante.
Neste método, o cubo apresenta alta resolugdo espectral, mas as imagens sdo de baixa definicao.
Este ¢ o método mais utilizado e fornece imagens mais detalhadas, apesar de ser o mais
demorado. [29] O mapeamento de varredura linear também conhecido como mapeamento de
linha (Figura 11b) obtém o espectro de uma linha de pixels: o laser ¢ desfocado para cobrir
todos os pixels em uma dire¢do, de maneira que a aquisi¢do de dados ¢ mais rapida do que no
método ponto a ponto. Contudo, no caso de que a iluminacao do laser € irregular, a resolucao
espacial da imagem nao ¢ tdo boa quanto no primeiro método citado. [29]

O método de imagens, o laser, como na varredura linear, também ¢é desfocado, mas
ilumina toda a amostra, permitindo que sejam obtidos espectros de toda a regido a0 mesmo
tempo (Figura 11c). Geralmente as técnicas de imagens adquirem os espectros em fatias do
cubo, sendo um comprimento de onda do espectro de casa vez, isso torna um método mais
rapido quando a faixa espectral a ser estudada € menor que o numero de pontos no mapeamento
ponto a ponto ou que a raiz quadrada do nimero de pontos no mapeamento linear. Uma das

dificuldades encontradas nos métodos de mapeamento linear e imagem ¢ que o laser ¢
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desfocado, e como o sinal Raman ¢ baixo, ¢ possivel o aumento da interferéncia de
fluorescéncia. [29]

O pré-processamento de dados € uma etapa muito importante. A finalidade desta etapa
¢ eliminar disturbios que ocorrem durante a analise ou limitar o efeito de fendmenos indesejados
associados ao arranjo de amostragem e/ou emissdo da amostra. A linha de base, o ruido, as
diferencas de escalas, os picos e pixels mortos sdo os cinco artefatos espectrais principais a
serem corrigidos. [29] Os detectores de dispositivo acoplado de carga (CCD) possuem alta
sensibilidade, e devido a este fator um dos problemas encontrados ¢ a detec¢do de raios
cosmicos, que afetam os espectros Raman com sinais aleatorios, positivos, unidirecionais e
relativamente finos. A presenga de picos altera o espectro Raman, limitando o desempenho de
métodos multivariados devido a problemas como distor¢des, varidveis falsas puras e incorreta
de componentes nas classificagdes. Por isso, ¢ importante retirar este sinal antes do
desenvolvimento dos modelos. [29]

O ruido nos dados ¢ corrigido utilizando o algoritmo de suavizacdo de Savitzky-Golay,
que se fundamenta na aplicagdo de um filtro polinomial aos dados espectrais. O deslocamento
da linha de base pode acontecer devido ao espalhamento ou fluorescéncia e normalmente nao
esta associado a composicao quimica da amostra, este problema ¢ corrigido usando derivadas
ou aplicagdes de polindmios com minimos quadrados assimétricos ou minimos quadrados
ponderados. [29]

As diferencas de foco devido a uma superficie nao homogénea causam os problemas de
diferencas de escalas e podem ser corrigidos usando métodos de normalizagdo. As anomalias
nos detectores causam os pixels mortos, que podem ter valores nulos ou perdidos em pixels.
Estes pixels mortos, como os picos, distorcem os valores, logo, ¢ importante identifica-los e
elimina-los nesta etapa. A corregdo deste problema ¢ substituir esses pixels pela mediana ou
média dos valores vizinhos. [29]

O tratamento dos dados é da mesma forma independentemente do método de como
foram adquiridos. O tratamento ¢ dividido em duas categorias: uni variada e multivariada. Na
categoria univariada, apenas um valor ¢ escolhido para a analise de dados. Na forma
multivariada, o espectro Raman completo ¢ usado na analise. A forma univariada ¢ o método
mais simples e direto que pode ser usado para analise de dados, porém pode apresentar
problemas ao lidar com matrizes mais complexas ou maior sobreposi¢ao de sinal. Diante disso,
¢ indicado o emprego de dados multivariados e, embora mais complexos, extraem-se
informagdes mais completas. [29] Os dados sdo sujeitos a analise multivariada usando

ferramentas estatisticas, como analise de cluster, analise de componente principal (PCA),
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analise discriminante linear (LDA), minimos quadrados parciais (PLS) e maquinas de vetor de
suporte (SVM) para distinguir diferentes grupos de amostra. [42].

Na espectroscopia Raman cada pico indica uma ligacao quimica. Quando ha patologia,
sdo mostradas diferentes intensidades do mesmo pico ou pico deslocando com base na
conformacao da ligacdo. Os tecidos biologicos sdo formados pelas mesmas moléculas, mas a

quantidade e as intera¢des das moléculas variam entre os tipos de tecido. [43]
2.2 A ESPECTROPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia de absor¢do investiga a radiagcdo absorvida em varios comprimentos
de onda. Na espectroscopia de absor¢ao, uma radiacao eletromagnética ¢ absorvida por uma
molécula ou dtomos, que passa por uma transi¢cao de um estado de baixa energia para um de
energia mais alta ou estado excitado. A absor¢do acontece quando a energia da radiagdo
corresponde a diferenca de energia entre dois niveis de energia. Este tipo de espectroscopia
fornece informacgdes qualitativas e quantitativas sobre a amostra. Na ocasido em que uma
molécula absorve radiacao infravermelha, uma de suas ligacdes quimicas altera sua energia
vibracional. J4 na absor¢ao de uma radiacdo na regido ultravioleta e no visivel ocasiona elétrons
de valéncia da molécula para um nivel de energia excitavel. Portanto, o tipo de transi¢ao

depende da energia da radiagdo eletromagnética. [40]

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) ¢ um método
que obtém um espectro no infravermelho de absorcdo, emissdo, fotocondutividade ou
espalhamento Raman de um sélido, liquido ou um gas. Quando a luz infravermelha ¢ absorvida,
pode causar vibragcdes moleculares e a espectroscopia no infravermelho mensura essa mudanga
de amplitude. As ligagdes ativas no infravermelho geram bandas e essas ligagdes vibram em
frequéncias exclusivas. No espectro, as pequenas variagdes na altura e na posi¢cdo da banda
possibilitam a diferenciacdo do composto analisado. No entanto, o espectro infravermelho ¢

comparado com a impressao digital de um composto.[44]

A forga da ligacdo ¢ indicada através do nimero de onda em que diferentes grupos
funcionais absorvem, ou seja, as ligagdes mais fortes absorvem em maiores nimeros de onda.
Como cada grupo funcional absorver em sua frequéncia especifica, isso torna possivel
esclarecer a estrutura quimica de um material através de seu espectro no infravermelho. [44]

Na figura 12 um esquema de configuragdo geral do FTIR ¢ apresentado. A fonte de

infravermelho (IR) produz um feixe infravermelho, o qual ¢ a fonte de radiagcdo de banda larga,
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em seguida o interferometro (configuracdes de espelho) gera um padrio de interferéncia, local
para posicionamento da amostra, e assim o feixe infravermelho a atravessa. Logo apds, o

detector produz um interferograma e o computador converte o interferograma em espectro. [44]

Figura 12 Esquema de uma configuragdo da espectroscopia no infravermelho por transformada de

Fourier.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [44].

O gréafico obtido pelo detector, o interferograma, ¢ a intensidade de infravermelho em
funcao da posicao do espelho, e para ser convertido em espectro, ¢ utilizado o algoritmo da
(FTIR), o qual separa as frequéncias individuais e de absorbancia e cria um grafico da
intensidade em fungdo do nimero de ondas. [44]

Sobre a analise qualitativa da FTIR, os compostos sdo capazes de ser identificados pelo
seu espectro no infravermelho. Estes espectros fornecem informagdes sobre a estrutura
molecular, como a presenga de grupo ciano. Os computadores sao capazes de fazer uma
pesquisa em bancos de dados no infravermelho para identificar compostos comparando os
espectros. [44]

Quanto a andlise quantitativa, ¢ possivel ser aplicada a lei de Beer-Lambert na
espectroscopia FTIR, segundo essa lei “A intensidade de um feixe de luz monocromatico
decresce exponencialmente a medida que a concentracdo da substancia absorvente aumenta
aritmeticamente”. Essa lei é expressa pela equacdo 8. [44][45]

I=1,x107% (8)
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Na qual, I ¢ a intensidade da luz transmitida, [, a intensidade da luz incidente, k ¢ a
constante denominada coeficiente de absorc¢ao e ¢ € a concentracao do meio absorvente. [45]

A radiagdo incidente, na lei de Beer-Lambert, ¢ vista como monocromatica, assim, 0s
centros absorventes sdo independentemente um dos outros e a absor¢ao acontece em um volume
de secdo transversal uniforme. Sendo assim, a lei de Beer-Lambert ¢ adequada para mais de
uma espécie absorvente, desde que ndo aconteca interacdo entre as diferentes espécies
absorventes, pois a absorvancia possui uma propriedade aditiva (se mais de uma espécie
absorver em um comprimento de onda de mesmo valor, a absorvancia total ¢ dada pelo
somatorio das absorvéncias de cada espécie absorvente no mesmo comprimento de onda). [46]

Na analise quantitativa, a amostra com a curva de calibragao de absorbancia em fungao
da concentragdo de um padrdo pode ser comparada. E possivel também a analise de misturas,

fazendo assim uma quantificagdo simultanea.[44]

2.3 TABELAS DOS GRUPOS FUNCIONAIS, NUMERO DE ONDA E MODO DE
VIBRACAO, EXTRAIDAS NA INTEGRA DOS ARTIGOS REFERENCIADOS

Na literatura existem tabelas preparadas nos artigos de revisao que informam o grupo
funcional, o nimero de onda € o modo vibracional. Os pesquisadores normalmente utilizam
estas tabelas para a analise espectroscopica. Nas tabelas 2a, 2b e 2¢ estdo listados alguns grupos

funcionais e suas frequéncia da banda da técnica espectroscopica Raman.

Tabela 2a- Selecdo de frequéncias de banda Raman de algumas atribuicdes de interesses
biologicos.

Atribuicdo Modo de vibragdo Frequéncia de banda (cm™)

Estrutura secunddria da proteina

Alongamento esquelético / a-hélice Alongamento N-Ca-C 930-950
Amida lll / B-folha Banda N-H e C-H 1235-1259
Amida Ill / desordenada Banda N-H e C-H 1260

Amida Ill / a-hélice Banda N-H e C-H 1300 -1340
Amida | / a-hélice H-ligado e alongamento C=0 1650 — 1655

Amida | / B-folha e B-barril H-ligado e alongamento C=0 1670 - 1680

Fonte: Extraida da referéncia [47]
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Tabela 2b- Selecdo de frequéncias de banda Raman de algumas atribui¢cdes de interesses

biologicos.

Atribuicao

Modo de vibragao

Frequéncia de banda (cm™)

Residuos de aminoacidos
Conformadores trans e gauche
Conformador gauche
Conformadores trans
Dupleto de tirosina Fermi
Orientacdo do triptofano
Fenilalanina

Triptofano

Fenilalanina

Tirosina

RNA e DNA

Hélice de forma-A
Ribose-fosfato

Marcador B-DNA e Z-DNA
Uracil

Guanina

Citosina

Adenina

Timina

Alongamento S-S
Alongamento C-S
Alongamento C-S
Ligagdo H do anel indol
Ligacdo H do anel indol
Anel fenil

Anel indol

Anel fenil

Anel indol

Alongamento O-P-O
Alongamento C-O e C-C
Alongamento simétrico PO,
Alongamento anel
Alongamento anel
Alongamento anel
Alongamento anel

Alongamento C=0

508 — 545
655

704
835/857
875-880
1008/1034
1551 -1556
1605

1615

813-816

914 -925

1095

1135, 1235, 1395
1174, 1325, 1370
1245, 1275

1256, 1514

1671

Fonte: Extraida da referéncia [47]
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Tabela 2c- Selecao de frequéncias de banda Raman de algumas atribui¢cdes de interesses

bioldgicos.

Atribuicao

Modos de vibragao

Frequéncia de banda (cm™)

Aglcares
B-D-glucose, D-(+) dextrose

Glicogénio

Alongamento C-O e C-C
Alongamento C-O do CH,OH de

carboidratos

1000 -1200
1025, 1047, 1155

GIcNAc e GalNAc NH, balangando 1267
B-D-glucose, D-(+) dextrose Deformacgdes de CH, e CH,OH 1300 - 1500
Lipidios

Comprimento da cadeia de acido graxo CH2 balang¢ando 891, 908
Fosfolipidios Alongamento simétrico-PO, 1080
Fosfolipidios Alongamento assimétrico-PO, 1259
Acidos graxos saturados ndo ramificados  Alongamento C-C 1296
Cadeias acil de lipidios Alongamento C=C 1660

Ligacdes lipidicas saturadas

Ligagdes lipidicas insaturadas

Fonte: Extraida da referéncia [47]

Alongamento C-H
Alongamento assimétrico CH,

Alongamento H-C=C

2873, 2931, 3961
2888, 2926
3009

Nas tabelas 3a e 3b, estdo listados os grupos funcionais com seus respectivos

comprimentos de onda. [44]

Tabela 3a- Grupos funcionais e seus intervalos de nimero de onda.

Ligagdo Tipo de vibragdo Numero de onda Intervalo (cm?)
C-H Alcano (estiramento) 3000 - 2850

-CH3 (deformacgao) 1450 & 1375

-CH2 (deformagao) 1465

Alceno Estiramento 3100 -3000

Aromatico (deformacgdo fora do plano) 1000 - 650

(estiramento) 3150 - 3050
Alcino (deformacgdo fora do plano) 900 - 600
Aldeido (estiramento) ~3300

Fonte: Extraida da referéncia [44].
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Ligacao Tipo de vibracao Nimero de onda Intervalo (cm™)

c=C Alceno 1680 — 1600
Aromatico 1600 & 1475

c=C Alcino 2250 - 2100

Cc=0 Aldeido 1740-1720
Cetona 1725-1705
Acido carboxilico 1725-1700
Ester 1750-1730
Amida 1680 - 1630
Anidrido 1810- 1760

c-0 Alcoois, ésteres, éteres 1300 - 1000
Acidos carboxilicos, anidridos

O-H Alcoois, fendis, 3650 - 3600
livre de ligagdo de hidrogénio 3400 - 3200
acidos carboxilicos 3400 - 2400

N-H Primario e secundario 3500 -3100
Aminas e amidas 1640 - 1550
(estiramento)
(ligacao)

C-N Aminas 1350 - 1000

C=N Iminas e oximas 1690 - 1640

Fonte: Extraida da referéncia [44]

2.3 VANTAGENS E DESVANTAGENS DAS TECNICAS

A espectroscopia Raman e de infravermelho examinam vibragdes moleculares

associadas a ligacdes quimicas em uma amostra para obter dados sobre estrutura molecular,
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composicdo e interacdes moleculares. As duas técnicas citadas possuem espectros similares.
Uma vantagem que a técnica de espectroscopia Raman tem sobre a infravermelho no
diagnostico de tecidos consiste em que a agua € pouco absorvida pois tem polaridade simétrica,

ja na espectroscopia de infravermelho, € bastante absorvida. [43]

Outra vantagem que a espectroscopia Raman tem sobre a infravermelho ¢ que seus
espectros possuem menos bandas que os espectros no infravermelho. Deste modo, a técnica
espectroscopica Raman tem menos consequéncias com a presenca de bandas de sobretons e
combinag¢do. Assim, as medidas quantitativas tornam-se mais simples, no entanto, o alto custo
dos equipamentos relacionados a equipamentos de absor¢do faz com que isso ndo aconteca. Os

lasers de diodo sdo responsaveis pelo alto custo de espectrometros Raman. [48][49]

Na espectroscopia Raman, o uso do detector CCD e o laser de diodo, fizeram com que
esta técnica espectroscopica fosse utilizada para pesquisas e monitoramento de processos ou
reagoes. Um sistema oOptico junto a um detector CCD possibilita a aquisi¢do de diversos
espectros em curto espaco de tempo, o que permite a deteccao de produtos em monitoramento.

[50]

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica antiga, mas as aplicagdes do seu uso em ciéncias
da vida e medicina tém se intensificado e também equipamentos tem recebido mudangas e

aprimoramentos em seus componentes. [43]

A espectroscopia no infravermelho ¢ uma técnica versatil, simples e confiavel para
estudar gases, liquidos e sélidos, podendo analisar diversas amostras de tamanhos diferentes
com pouco ou nenhum preparo. A analise pode ser quantitativa ou qualitativa. Esta técnica ¢
mais utilizada para identificar estruturas, pois os grupos funcionais produzem bandas
caracteristicas em termos de intensidade e frequéncia. Porém, para esta técnica, a molécula deve

reagir a radiacdo infravermelha. [44]

2.4 EXEMPLOS DE PREPARACOES DE AMOSTRAS PARA ALGUNS
TECIDOS OCULARES CITADOS NA LITERATURA

A preparacdo de amostra ¢ um passo importante em um trabalho, e ela se diferencia de
acordo com o objetivo, tecido a ser analisado e a técnica utilizada. Nesta secao, ¢ apresentado
um apanhado na literatura de como as amostras de alguns tecidos oculares foram preparadas

(Tabelas 4a, 4b, 4c e 4d).
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Tabela 4a- Preparacgdo da lente para analise espectroscopica citada na literatura.

Tecido

ocular

Prepara¢ao da amostra

Técnica

espectroscopica

Objetivo

Lente

A lente foi fixada em 3,6% de
formaldeido tamponado com tampao

fosfato-salino (PBS) por 4 semanas.

Meias lentes foram cortadas com lamina
de barbear e colocadas paralelamente
em fatias de cerca de 0,5 mm de

espessura e armazenadas em PBS.

Cortex superficial analisado a cerca de
0,15 mm. Cértex profundo analisado a
cerca de 0,7 mm. Nucleo analisado a
cerca de 4 mm abaixo da capsula do

cristalino equatorial.

Microspectroscopia

confocal Raman

Andlise da diferenga
em perfis de proteina
de trés regibes da

lente.

Lente

Os olhos de ratos foram enucleados sob
anestesia com dose letal de

pentobarbital.

A lente foi gentilmente excisada em
solucdo de meio de lente tamponada
com o agente tamponante de 4cido
sulfénico  zwitterionico  (HEPES) e
transferida para a célula de cubeta cheia
com meio de lente com tampdo HEPES
onde foi colocada horizontalmente no

fundo da célula.

Espectroscopia

Raman

Investigar lentes

diabéticas dos ratos.

Fonte: Extraida das referéncias [S51] [52].
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Tabela 4b- Preparacao do humor aquoso para andlise espectroscopica citado na literatura.

Tecido Prepara¢ao da amostra Técnica Objetivo

ocular espectroscopica

Humor Amostras de humor aquoso Espectroscopia Medir concentragdao de

agquoso humano foram coletadas de Raman glicose de amostras de
pacientes submetidos a humor aquoso humano in
cirurgia de catarata. vitro de paciente com

catarata.

As amostras foram

armazenadas a - 30° Caté o dia
da anadlise, quando foram
descongelados e agitados em
vortex. As amostras foram
mantidas no gelo até uma hora
antes da medi¢do, quando
puderam atingir a temperatura

ambiente.

Dois tipos de conjuntos da
amostra, o referencial, as
amostras normais e as
amostras que foram
aumentadas com glicose para
representar as concentragées
gue podem ser encontradas

em diabetes.

Fonte: Extraida da referéncia [53].
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Tabela 4c- Preparacgdo da cornea para andlise espectroscopica citada na literatura.

Tecido ocular  Preparagao da amostra Técnica Objetivo
espectroscopica
Cérnea A cérnea foi congelada por Espectroscopia no Investigar a
imersao em isopentado Infravermelho com separacdo temporal
resfriado com nitrogénio liquido Transformada de e espacial das
para evitar artefatos quimicos. Fourier ligacBes de colageno

Foram cortadas se¢bes de 10 um
de espessura da cdrnea com um
crio-micrétomo a 18° C, e foram

derretidas no substrato.

Uma secdo foi derretida em um
substrato de CaF; para a analise
de FTIR, e outra secdo foi
derretida em uma lamina de
microscopio de vidro regular
para andlise histoldgica de

hematoxilina e eosina (H&E).

As secGes de tecido foram secar
ao ar em uma ambiente de
laboratério em temperatura
ambiente (~ 23,5° C) e analisadas
usando FTIR imediatamente ou
coradas com H&E

imediatamente. [54]

da cérnea que
sustentam o sucesso
do procedimento de
reticulacdo de
colageno da cérnea

(CCL).

Fonte: Extraida da referéncia [54].
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Tabela 4d- Preparagdo do humor vitreo para anélise espectroscopica citado na literatura.

Tecido ocular

Humor vitreo

Preparagdo da amostra

Vinte e dois coelhos albinos
foram separados em dois
grupos: G1, dez animais com
inducdo de endoftalmite por
injecdo intravitrea de S. aureus;
G2, dez animais com inducdo de
uveite por injecdo intravitrea de
lipopolissacarideos (LPS) de E.

coli.

Vinte e quatro horas apds a
injecdo intravitrea, os coelhos
foram sacrificados por injecdo
intracardiaca de 5,0 ml de
tionembutal. Foi realizada a
aspiracdgo do humor Vvitreo
através de uma agulha de

insulina.

A dissecacdo do vitreo foi
realizada em uma ambiente
estéril. Cada amostra de vitreo
foi colocada em uma cubeta de
quartzo, e assim foram utilizadas
para as medidas no

espectrometro Raman.

Fonte: Extraida da referéncia [55].

Técnica Objetivo

espectroscopica

Espectroscopia Diferenciacdo de uveite e
Raman endoftalmite em tecidos

vitreos in vitro de coelhos
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3 RESULTADOS PUBLICADOS NA LITERATURA

3.1 (1980-2000)

3.1.1 A. BERTOLUZZA, C. FAGNANO, C. CARAMAZZA, E. BARBARES], S.
MANCINI, 1989

Neste trabalho os autores discutem sobre a aplicagdo da técnica espectroscopica
multicanal Raman no estudo da estrutura de lentes naturais e artificiais. As lentes naturais se
diferenciam de acordo com a espécie animal. Por exemplo, as lentes de aves e répteis contém
uma proteina conhecida como o-cristalino, na qual ¢ ausente nos mamiferos, e as lentes dos
mamiferos sdo semelhantes em relacdo a porcao proteica e possuem trés fragdes de proteina
soluvel em agua e uma fracdo insolivel em agua. A fracdo soluvel em dgua comporta as
proteinas a, B e y-cristalino. A fracdo o € rica em fenilalanina (PHE), a fracdo B ¢ mais
abundante em triptofano (TRP) e por fim a fragdo y ¢ rica em tirosina (TYR), no qual tem o
maior teor de grupos sulfidrila (-SH). [35]

A idade e a catarata produzem modificagdes na intensidade relativa das bandas
caracteristicas Raman dos grupos laterais aromaticos (TRP: 760 cm™'; TYR: 644 cm™'; PHE:
624 cm™), diminui¢do na intensidade dos grupos sulfidrila (em 2580 cm™), e um aumento da
intensidade dos grupos S-S (em 508 cm™). J4 as amidas I (em 1672 cm™) e III (em 1240 cm™)
nao mudaram notavelmente. Também foi detectado uma mudanca na intensidade relativa das
frequéncias de alongamento da 4dgua. Na figura 13 pode ser visualizado um espectro Raman
obtido em lentes humanas normais intactas isoladas e um espectro de uma lente humana com

catarata na regido cortical. [35]
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Figura 13 Espectro Raman de lentes humanas: (A) Intacta, isolada e lentes normais, regido cortical
(marcador de banda diagnostico de catarata ¢ mostrado). (B) Intacta, isolada e lente com catarata, regido

cortical.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [35]

Segundo os autores, estes estudos demonstram a possibilidade de usar a espectroscopia
Raman para monitorar as mudangas nas estruturas de uma lente humana normal em processo
de formacao de catarata e prova a evidéncia de que a espectroscopia Raman é uma ferramenta
importante no diagndstico de catarata a nivel molecular. [35]

Os investigadores trabalharam na utilizagdo de detectores multicanais junto a técnica de
espectroscopia Raman para diagnosticar catarata, pois o espectro, deste modo, ¢ obtido em um
curto tempo com uma luz de baixa poténcia para evitar danos no tecido ocular. [35]

No experimento foi utilizado lentes normais de coelhos, usando uma linha de excitagdo
continua de 488 nm de um laser de Ar", com uma poténcia de 2 mW e tempo de exposi¢do de
0,5 s. Na figura 14, pode ser visualizado também o espectro da lente de coelho intacta isolada

e os dois espectros mostram o marcador de banda diagnostico de assinatura de pré catarata. [35]
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Figura 14 Espectro Raman multicanal de lentes de coelho: (A) In situ e in vivo, regido nuclear. (B)

Amostra isolada, regido nuclear.
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Extraida na integra da referéncia [35].

Portanto, o desenvolvimento da espectroscopia de multicanal Raman é uma técnica
adequada para analise estrutura in situ e in vivo e vai além de estudar as lentes humanas com
relagdo idade e formagdo de catarata, segundos os autores, pode ser estendido para estudar

tecidos oculares como a cornea. [35]

3.1.2 SHANG-YANG LIN, MEI-JANE LI, RUN-CHU LIANG, SHUI-MEI LEE, 1998

Nestes estudo foram investigadas as estruturas de lipideos e proteina e as composigdes
de amostras de lentes humanas, utilizando a FTIR, com métodos de segunda derivada,
deconvolucdo e ajuste de curva. O objetivo ¢ esclarecer a formacao de catarata induzida por
glaucoma nas lentes dos olhos, por isso foram analisadas as alteragdes nas estruturas de lipidios
e proteinas do cristalino humano de pacientes imaturos com catarata com ou sem glaucoma. Na
literatura € relatada que a pressao intraocular (IOP) induz glaucoma. Segundo os autores, a alta
IOP e glaucoma podem mudar as estrutura secundarias de proteinas da capsula do cristalino

com catarata imatura e modificando o transporte idnico através da capsula do cristalino
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deformada, e assim estimula formacdo de catarata. Na figura 15 podem ser visualizados os
espectros infravermelho originais representativos das lentes normais e lentes humana com
cataratas imaturas com glaucoma e sem glaucoma. [56]

Figura 15 Espectros Infravermelho originais representativos para o nimero de onda variando de 3000-
2810 cm™ e 1860-900 cm™! das lentes normais e lentes humanas com cataratas imaturas com ou sem
glaucoma. a, lente normal; b, lente com catarata imatura sem qualquer doencga; c, lente com catarata

imatura com glaucoma.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [56].

Apds as medidas, os resultados mostraram que o espectro infravermelho de lentes
glaucomatosas apresentou como um ombro apenas em 2.853 cm™!, assim sendo, a composicio
da banda de alongamento CH, simétrica em 2.853 (2.852) cm™! diminuiu mais em lentes
glaucomatosas para apenas metade do normal e lentes cataratas imaturas. [56]

A formagio da banda de assimétrica de CHs a 2.965 cm™ para lentes normais diminuiu
de 32 % para 20 % para lentes com catarata imaturas com glaucoma e lentes com catarata sem
glaucoma. [56]

O pico méaximo da banda de amida I para os espectros infravermelho da lente normal,
lentes cataratas imaturas sem complicagdes ou lentes glaucomatosas estdo localizados

respectivamente em 1.632, 1.630 ou 1.622 cm™!, conforme a figura 16. [56]
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Figura 16 Contorno de banda de amida I deconvoluida representativa e as bandas componentes
individuais mais bem ajustadas da lente normal e lente humana com catarata imatura com ou sem

glaucoma; A, lente normal; B, lente catarata imatura sem qualquer doenga; C, lente com catarata imatura

com glaucoma.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [56].

A TOP elevada pode estar relacionada as mudangas degenerativas nos canais de saidas
pra aumentar o risco de glaucoma. A IOP mais alta do glaucoma pode modificar a conformagao
estrutural da cépsula do cristalino e do cristalino nos olhos causando danos no transporte de
ions. Este dano de transporte pode gerar a opacificagdo do cristalino, portanto a formacao de
catarata esta ligada a IOP elevada. O glaucoma e IOP altos podem realimentar o controle para
a formacao de catarata. [56]

Portanto, os autores concluiram que as alterndncias nas estruturas dos lipidios e
proteinas do cristalino desempenharam um papel importante na formagao de catarata humana,

principalmente quando o cristalino glaucomatoso era mais pronunciado. [56]
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3.2 (2000 —-2021)

3.2.1 CHRISTINE C. PELLETIER, JAMES L. LAMBERT, and MARK BORCHERT, 2005

Neste trabalho o objetivo dos investigadores era determinar as concentragdes de glicose
de amostras de humor aquoso in vitro de pacientes acometidos de catarata. As concentracdes
de glicose foram obtidas usando a técnica de espectroscopia Raman com o comprimento de
onda no valor de 785 nm e o método de calibragdo de minimos quadrados parciais. A energia
de excitagdo utilizada para obter os espectros correspondeu a 100 mW por 150 s, este valor ¢
maior do que pode ser utilizada in vitro, com a finalidade de diminuir a contribui¢do dos
modelos PLS para a incerteza da previsao. As solugdes eram compostas de glicose, bicarbonato,
lactato, ureia e ascorbato. [53]

Foram obtidos resultados coletando espectros de energia inferior simultaneamente, dos
quais dezessete amostras de humor aquoso humano contendo 38-775 mg/dl de glicose
apresentaram um erro quadratico médio de 22 mg/dl, coeficiente de determinagdo de 0,989 e
viés de 6 mg/dl. E também foram obtidos resultados semelhantes com os dados espectrais
coletados separadamente para amostras de humor aquoso humano e amostras de calibracao, dos
quais foram 10 amostras de humor aquoso humano calibradas em 25 solu¢des medidas 3,6
semanas antes ¢ mostraram um erro quadratico médio de 23 mg/dl coeficiente de determinacao
de 0,992 e viés de 9 mg/dl. [53]

Este trabalho apresenta resultados que mostram um progresso em direcdo a
determina¢do dos niveis de glicose em humor aquoso derivado de paciente utilizando solucdes

de calibragdo de “humor aquoso artificial” derivadas de laboratorio. [53]

3.2.2 QI WANG, SINISA D. GROZDANIC, MATTHEW M. HARPER, NICOLAS
HAMOUCHE, HELGA KECOVA, TATJANA LAZIC E CHENXU YU, 2011

Neste trabalho, a espectroscopia Raman foi utilizada para detec¢do de alteragdes
glaucomatosas in vitro. Nesta pesquisa foram usadas amostras de retinas de caes com glaucoma
hereditéario e cdo saudaveis. Os espectros Raman obtidos foram sujeitos a analise discriminante
multivariada com um algoritmo de maquina de vetores de suporte, e um modelo de classificacao
foi desenvolvido para distinguir tecidos sadios e nao sadios. A figura 17 mostra a andlise

espectroscopica de 105 células ganglionares retinais (RGCs) de cades glaucomatosos. [57]



Figura 17 Espectro Raman tipico e Espectro
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Residual Padronizado de RGCs de Basset Hounds

Na figura 18 podem ser visualizados o espectro Raman e espectro de diferenga entre os

RCGs sadios ¢ nao sadios. O nimero de ondas e as alteragoes de intensidade nessas bandas

Raman de importancia biologica foram indicativos de alteragdes na estrutura secunddria e

variagdes em ambientes locais de proteinas intracelulares, bem como de DNAs, que determinam

as caracteristicas dos tecidos glaucomatosos. [57]

Como discussao os autores verificaram no espectro as diferengas nos picos da amida I11

e mostraram as alteracdes na concentragao geral de proteinas totais. A composicao das proteinas

similarmente apresentam algumas distingdes significativas como evidenciado pelas bandas

Raman de véarios aminoacidos, em 800 a 1.200 cm™!. Essas mudancas podem ser potencialmente

usadas como marcadores espectroscopicos para a deteccao de glaucoma. [57]
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Figura 18 Espectros Raman médios e espectros de diferenga entre RCGs glaucomatosos e normais: (a)
Basset Hounds saudaveis versus Basset Hounds glaucomatosos; (b) Beagles saudaveis versus Basset
Hounds glaucomatosos. 1.Basset Hound glaucomatosos; 2.Basset Hound saudaveis; 3. Espectro de

diferenca (2). Beagle Saudaveis; (3). Espectro de diferenga.
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3.2.3 EGLAS EMANUEL ROSSI, ANTONIO LUIZ B. PINHEIRO, OVIDIU C. BALTATU,
MARCOS TADEU T. PACHECO, LANDULFO SILVEIRA JR., 2011

Neste trabalho foi utilizada a técnica de espectroscopia Raman para diferenciar
endoftalmite e uveite em tecidos vitreos de olhos de coelhos in vitro. As amostras do tecido
vitreo dissecadas e um fragmento do tecido foram sujeitas a espectroscopia Raman dispersiva
utilizando excitagdo a laser no infravermelho proximo (830 nm, 100 mW) e espectrografo/
camera CCD para detec¢do do sinal Raman com tempo de integracao de 50 s. Para classificar
os espectros de endoftalmite e uveite foram utilizados a analise de componentes principais
(PCA) e distancia de Mahalanobis. [55]

Logo apds as medidas os espectros Raman médios de tecidos com uveite e endoftalmite
apresentaram diversas bandas na regido de 800 — 1800 cm™!, conforme apresentado na figura
19. Essas regides foram conferidas a acidos nucléicos, aminodcidos e proteinas de tecido

mostraram diferengas estatisticamente entre as duas doengas. [55]
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Figura 19 Espectro Raman médio de tecidos vitreos: normal, endoftalmite induzida e uveite induzida.
Poténcia do laser: 80 mW; comprimento de onda 830 nm; resolugéo: 10 cm™'; tempo de exposi¢do: 50s.
As principais caracteristicas espectrais dos espectros Raman do tecidos sdo indicados com linhas

tracejadas. O espectro normal é mostrado para comparag@o de recursos Raman.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [55].

Na figura 20 os autores mostraram os componentes principais PC1, PC3 e PC4
indicando as diferengas estatisticamente significativas para os dois tipos de tecidos. Os autores
afirmaram que esses PCs podem ser usados para diferenciar entre os dois grupos. Este modelo
de diagndstico mostrou sensibilidade de 94 %, especificidade de 95 % e acuracia de 95 %

usando PC3 x PC4. [55]

Figura 20 Gréafico dos vetores de componentes principais PC1-PC4 para os tecidos vitreos, com as

principais caracteristicas espectrais dos espectros Raman indicados com linhas tracejadas cinza.
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3.2.4 VINAY KANSAL , JAYD LUKENCHUK , MARY-MAGDALENE U DODD, MARK
HACKETT, VIKAS SHARMA, 2019

Neste trabalhos autores utilizaram a técnica de FTIR para investigar a separagdo
temporal e espacial das ligagdes de colageno da cornea que fundamentam o sucesso do
procedimento que expde a cornea a luz ultravioleta e/ou riboflavina para interromper a
progressao da doenga estatica da cérnea. O procedimento conhecido como reticulagdo de
colageno da cornea. [54]

Os resultados obtidos pela técnica FTIR apresentam-se na sequéncia da figura 21 da
imagem da proteina total, area integrada sob a banda amida I de 1.700 a 1.600 cm™, imagem
FTIR de estruturas de hélice tripla de colageno, intensidade de segunda derivada como 1.666
cm™ e imagem FTIR de estruturas de proteinas agregadas. Na intensidade da segunda derivada
como 1.635 cm™! niio foram detectadas diferengas nas ligagdes cruzadas intramoleculares entre
corneas expostas a luz UV e riboflavina tratada e de controle. Os resultados apontaram que a
estrutura secundaria do colageno ndo foi modificada significativamente e ndo continha

evidéncia de agregacdo ou desnaturacdo da cornea. [54]
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Figura 21 Imagem FTIR de proteina total, estruturas de hélice tripla de colageno e proteina agregada
em se¢des de tecido de cornea ndo tratadas e segdes de tecido da cornea reticuladas com luz ultravioleta
e tratamento com riboflavina: (A a D) ndo tratado; (E a H) luz UV e riboflavina tratada; (A ¢ E)
histologia de H ¢ E; (B e F) imagem FTIR da proteina total, area integrada sob a banda da amida I de
1.700 a 1.600 cm; (C e G) imagem FTIR de estruturas de hélice tripla de colageno, intensidade da
segunda derivada com 1.666 cm™'; (D e H) imagem FTIR de proteinas agregadas, intensidade da segunda

derivada como 1.625 cm™'.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [54].

3.2.5 CARL BANBURY, TAIN STYLES, NEIL EISENSTEIN, ELISA R. ZANIER,
GLORIA VEGLIANTE, ANTONIO BELLI, ANN LOGAN E POLA GOLDBERG
OPPENHEIMER, 2020

Nesta pesquisa foi realizado o uso da espectroscopia Raman para medir a resposta
bioquimica a retina em um modelo ex-vivo de traumatismo cranioencefalico (TCE). A
espectroscopia Raman foi utilizada conjuntamente ao SKiNET para este estudo. Os resultados
mostraram que o espectro do olho pode diferenciar TCE moderado (mTCE) e TCE severo
(sTCE) de um grupo simulado e indicaram que isso ¢ o resultado de alteragdes quimicas
semelhantes as observadas no ponto de lesdo no cérebro. [58]

Os espectros Raman coletados para os trés grupos, mTCE, sTCE e simulador podem ser

visualizados na figura 22. Para as medidas da figura 22, os espectros Raman foram adquiridos
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como medigdes de mapa de 400 espectros sobre cada amostra numa grade de 20x20 usando um
tamanho de passo de 1,5 um entre os pontos, utilizando a um laser de excitagdo de 785 nm (50
mW). As medi¢gdes do mapa de cada amostra foram calculadas para realizar um tnico espectro

por amostra. [58]

Figura 22 (a) Fotografia de todo o cérebro apos sTCE até o cortex parietotemporal esquerdo. (b)
[ustragdo do cérebro e do trato optico de camundongo, destacando as projegdes ipsilaterais (azul) e
contralaterais (laranja) que conectam o cérebro a retina. (¢) Exemplo de uma imagem de microscopia de
campo claro de uma retina montada plana do grupo mTCE. (d) Espectros Raman médios coletados no
nucleo de contusdo para mTCE e sTCE em comparagdo com o grupo simulador. (e) Espectros Raman
médio coletados de amostras de retina montadas planas (ambos os olhos), mostrando mTCE e sTCE em

comparac¢do com o grupo simulador.

d e
Cérebro Retina
2 2 €5 3 2 2 8 25 S 2
€ 8 e s 8 Ll 88 3 0@
= Simulador = | = Simulador i I
= STCE " sTCE
o
2 - mTCE N mTCE
£ ]
E : i
E - i o A \
5. R BN £ A", {
C v, \ {
=k '\4‘% —i: Y \'k Sl W i L
B b \ &
- [Ti]
2 c |
g £ -
2 =
=
= I.fﬂ'l\" ['] i' I'.
MA F A AWAR VAN A
{ N W W L N LAY
800 1000 1200 1400 800 1000 1200 1400 1600

Raman Shift (cm"}

Raman Shift {crn":

Fonte: Extraida na integra da referéncia [58].

Na figura 22d observa-se mudangas significativas nas bandas ao redor 1.266 e 1.660
cm’!, na figura 22e, os dados da retina sio quase indiscriminaveis em todo os trés estados de

lesdo. [58]
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Na figura 23 visualiza-se o espectro Raman da retina utilizando uma técnica de
aprendizado de maquina baseada em mapas auto-organizaveis (MAQO). Permite analisar quais
caracteristicas espectrais sdo responsaveis os agrupamentos encontrados em MAO e
corresponde a uma forma de extracao de caracteristicas usando o indice discriminante de mapa

auto organizavel (IDMAO). [58]

Figura 22 Agrupamento de espectros Raman da retina para os grupos sTCE (laranja) e simulador (preto)
usando um MAO. (b) Caracteristicas extraidas (IDMAO) do MAO mostrado em (a), destacando as
bandas Raman mais influentes para os neurénios no MAO para grupos simuladores e sTCE. (c)
Agrupamento de espectros Raman mTCE (roxo) e simulador (preto) da retina usando um MAO. (d)

Recursos extraidos de MAO em c, destacando as bandas Raman para grupos simuladores e mTCE.
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Através do espectro da retina foi possivel classificar a gravidade da lesao para TCE
grave (82 %), TCE moderado (75,1 %) e grupos simuladores (69,4 %). Os autores argumentam
que os resultados do trabalho indicaram que a espectroscopia Optica pode ser usada para

explorar o olho como a janela para o cérebro. [58]
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3.2.6 BINXING LI, EVAN W. GEORGE, GREGORY T. ROGNON, ARUNA
GORUSUPUDI, ARUNKUMAR RANGANATHAN, FU-YEN CHANG, LINJIA SHI,
JEANNE M. FREDERICK E PAUL S. BERNSTEIN, 2020.

Neste trabalho os autores utilizaram a técnica espectroscopica Raman de ressonincia
focal para mapear as distribui¢des diferenciais de luteina e zeaxantina em retinas de doadores
humanos. A luteina e a zeaxantina sdo carotenoides xantofila em abundancia na macula humana
com a fung¢do de proteger o olho do dano oxidativo e auxiliar no momento do funcionamento
visual. Na figura 24 podem ser visualizados os grupos funcionais € um espectro Raman tipico
de carotenoides maculares nos quais identificam-se os trés principais picos em cerca de 1.500

(v1), 1.150 (v2) e 1.000 cm™ (v3). [59]

Figura 23 Estruturas quimicas e um espectro Raman comum de carotenoides maculares. (A) Luteina.
(B) Zeaxantina. (C) Um espectro Raman de zeaxantina demonstrando o espectro Raman tipico de um
carotenoide. Trés picos principais posicionam-se em cerca de 1.500 (v1), 1.550 (v2) e 1.000 cm™ (v3).
Eles se originam de vibragdes de ligacdes duplas C = C conjugadas, ligagdes simples C — C e grupos
metil nas moléculas carotenoides, respectivamente. Em teoria, um carotenoide com conjugacao de dupla
ligagdo C = C mais longa posiciona seu pico em uma frequéncia Raman menor, tornando possivel

distinguir a luteina da zeaxantina.

- -———
——————

- ~ N A
& J\ '\/J\ Ak rr 1 =S
ﬁ\ g S \‘“\/Y‘( AAANAANA .
W e B Lutel N a2 M, /
Tea .3.R' L e . 3R%'R 6Rzeaxantina -
-------------
C C=C(v1)

Intensidade (conta)

C-CH,(v3)

600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Raman Shift (cm™1)

Fonte: Extraida na integra da referéncia [59].



54

Nesta pesquisa primeiramente foram aperfeigoadas as condi¢des para diferenciar a
luteina das zeaxantinas usando um microscopio Raman de ressondncia confocal de alta

resolucao (figura 25). [59]

Figura 24 Otimizagdo das condi¢des de aquisi¢do para microscopia Raman de ressondncia confocal
para distinguir a zeaxantina da luteina. Os padrdes de zeaxantina e luteina foram dissolvidos em metanol
em concentragdes de 10 uM. De quatro grades Raman, (A) 600, (B) 1.200, (C) 1.800, ¢ (D) 2.400
ranhuras/mm, as 1.800 e 2.400 ranhuras/grades mm foram os melhores. As mudangas Raman dos picos
das vibragdes da ligagdo C = C de zeaxantina e luteina foram distinguiveis em 1.528 e 1.532 cm™!,

respectivamente.

A 600 ranhuras/mm: Luteina 152
. 600 ranhuras/mm: Zeaxantina

930 1080 1180 1280 1380 1480 1580

B ~= 1200 ranhuras/mm: Luteina 1541cm™*
1200 ranhuras/mm: Zeaxantina

9%0 1_080 1180 1280 1380 ) lm 1580

1800 ranhuras/mm: Luteina 1532¢cm i
—— 1800 ranhuras/mm: Zeaxantina ht

Intensidade (conta)
O

9%0 1080 1180 1280 1380 ) 1480 1580

Dl -------- 24000 ranhuras/mm: Luteina 1532cmt
——— 24000 ranhuras/mm: Zeaxantina 1]
9%0 1080 1180 1280 1380 1480 1*0

Raman Shift (cm™1)

Fonte: Extraida na integra da referéncia [59].

Posteriormente foram medidas separadamente as distribui¢cdes de luteina e zeaxantinas
em secoes retinais humanas. Na figura 26 pode ser observado o espectro Raman nas regides de
interesse no mapa de intensidade de carotenoides e em imagens Z-stack de uma retina humana

montada em plano que pode ser observada na figura 25.
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Figura 25 Espectro Raman em locais selecionados no mapa de intensidade de carotenoides totais.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [59].

Figura 26 Imagens Z-stack de carotenoides totais em uma retina humana plana. A seta mostra a macula
lutea de um pungdo macular de 8 mm de um doador saudavel de 86 anos de idade. Os carotenoides totais
em um quadrado de 1 x 1 mm centrado na fovea foram fotografados da superficie vitrea até¢ a camada
de segmento externa a cada 50 um, rendendo sete imagens a uma profundidade de 300 um. A imagem
microscépica de luz no canto inferior esquerdo ¢ de um olho doador diferente e é fornecida apenas pra
fins de orientagdo.
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Fonte: Extraida na integra da referéncia [59]

A partir dos resultados deste trabalho, concluiu-se que a zeaxantina esta localizada no
centro foveal em altas concentragdes da membrana limitadora interna 8 membrana limitadora

externa, e a luteina ¢ distribuida no interior da retina em uma concentragdo baixa. Segundo os
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autores, os resultados suportam a hipotese de que a zeaxantina ¢ mais importante do que a
luteina como pigmento macular foveal e que o cone de células Miiller ¢ um reservatorio de
pigmento macular. Os autores afirmam que mais estudos Raman de ressonancia confocal do
pigmento macular fornecerdo informag¢des complementares sobre o papel dos carotenoides

(pigmento macular) na retina saudavel ou ndo. [59]
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4 SOFTWARE

Existem varios softwares para analisar as técnicas espectroscopicas citadas neste
trabalho. Nesta se¢do sera apresentado um passo-a-passo de como um espectro ¢ analisado
utilizando o programa “Spectragryph vi1.2.15”. Este programa ¢ gratuito para o uso privado e
académico.

O Spectragryph ¢ um programa no qual pode-se plotar, processar, analisar e converter
dados espectrais. Os dados espectrais podem ser combinados em unico grafico de, por exemplo,
FTIR e Raman.

Na figura 28 apresenta-se a tela para abrir os dados espectrais. Primeiramente coloque
o cursor do mouse na aba “File”, clique com o botdo esquerdo no mouse em “Open/Import

data”, logo apos selecione a opgao “Open”.

Figura 27 Interface do programa Spectragryph, como abrir dados espectrais.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Ao selecionar os dados espectrais que vocé deseja visualizar na tela inicial ira aparecer
o espectro gerado a partir dos dados espectrais selecionados, como pode ser visualizado na

figura 29. Neste caso ¢ um espectro Raman.
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Figura 28 Espectro Raman
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Para iniciar o pré-processamento do espectro Raman, basta selecionar a aba “Process”.
Para corrigir os ruidos sera utilizado o algoritmo de suavizagdo Savitzky-Golay que esta
localizado na opgao “Advanced Smoothing”. Apos clicar com o botdo direito, selecione a opgao

Savitz-Golay, confirme em “Apply”’, como indicado na figura 30.

Figura 29 Algoritmo de suavizagao de Savitzky-Golay
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.
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Pode ser observado uma curva em amarelo proveniente da suavizagdo. A segunda
corregao sera da linha de base. Neste caso o deslocamento pode ocorrer devido ao espalhamento
ou a fluorescéncia gerada por alguma molécula bioldgica que aparecem nos espectros medidos.
Ainda na aba “Process”, clique em “Advanced Baseline”, uma janela ird aparecer, clique em

“Apply”, como mostrado na figura 31.

Figura 30 Correcdo da linha de base.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

O proximo passo € normalizagdo, no qual os valores da intensidade sdo
redimensionados. Para este passo, clique em “Normalize (peak)”. Na figura 32 essa etapa pode
ser visualizada e o espectro em destaque em azul com a linha de base esté corrigido, suavizado

e normalizado.
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Figura 31 Espectro Raman normalizado.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

A técnica da derivada ¢ utilizada para corre¢do de fundo para reduzir as interferéncias
no fundo espectral na analise quantitativa. Para obter a primeira derivada, clique na aba
“Transform”, em seguida, na janela que abrir, selecionar a ordem da derivada, neste caso sera
selecionado “1”, e também selecione o espectro Raman com a linha de base corrigida, suavizada

e normalizada, conforme apresentado na figura 33.



Figura 32 Técnica da derivada para o espectro Raman.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.
Na figura 34 pode ser observada a curva em destaque da primeira derivada do espectro
Raman selecionado. Os espectros da primeira derivada evitam as contribui¢des de flutuagdes

no fundo espectral, porém sao sensiveis as flutuagdes de intensidade Raman.

Figura 33 Primeira derivada da curva do espectro Raman.
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Para obter o espectro da segunda derivada, ¢ o mesmo processo do passo anterior e

selecionar a ordem de derivada “2”. Na figura 31 pode ser observado a curva verde em destaque

da segunda derivada do espectro Raman.

Figura 34 Segunda derivada da curva do espectro Raman
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

A elaboracao deste mini roteiro teve por finalidade auxiliar aqueles que pretendem
iniciar os trabalhos de andlise de resultados obtidos com técnicas espectroscopicas.
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5 CONCLUSAO

Podemos concluir através da analise dos artigos que nos ultimos anos uma evolu¢ao no
uso das técnicas espectroscopicas, Raman e no infravermelho, na area da Oftalmologia. Como
por exemplo em 1989 pesquisadores investigaram o diagndstico de catarata utilizando lentes de
animais ¢ humanas[34], posteriormente em 2020, os pesquisadores fizeram um aferimento da
resposta bioquimica a retina em um modelo ex-vivo de traumatismo cranioencefalico[52].

As técnicas espectroscopicas ndo destrutivas e nao invasivas citados neste trabalho
foram utilizadas para diferentes tecidos oculares permitindo avancos no diagnéstico de doengas.
Essas técnicas proporcionam o estudo 4 nivel molecular, e observamos que ¢ possivel o
monitoramento das estruturas dos tecidos oculares.

A tendéncia ¢ que o desenvolvimento do uso dessas técnicas espectroscopicas seja
constante, pois a cada trabalho publicado, abre-se uma janela na area de pesquisa para ser mais
explorada, e sempre um caminho mais pratico para as investigacdes ¢ fornecido com a evolugdo

da tecnologia.
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