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RESUMO

Dentre as neoplasias malignas orais, mais de 90% dos casos sao de carcinoma
espinocelular, originadas do epitélio da mucosa oral com etiologia multifatorial
extrinsecas e/ou intrinsecas. Infelizmente, detec¢do de cancer no estagio inicial
(carcinoma in situ) ainda é um desafio. Nesse contexto clinico, surge a
espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (Espectroscopia FT-IR). Atualmente,
a espectroscopia FT-IR esta sendo usada na area médica como uma técnica nao
invasiva de diagnostico exigindo uma pequena quantidade amostral de tecido e
biofluidos. Obtendo o resultado de forma rapida, além de auxiliar nos exames
histopatoldgicos, sorolégicos e bioquimicos. Esse procedimento pode ser usado
para diversos fins como diagnosticar e monitorar doengas sistémicas, monitorar o
esforgo fisico de atletas e diagnosticar o cancer. O presente estudo objetiva-se
comparar amostras de saliva de pacientes fumantes e nao fumantes por
espectroscopia FT-IR. Os voluntarios desse estudo foram divididos em trés grupos:
controle, fumante, e fumante esporadico. As amostras foram analisadas pela regidao
de “fingerprint” abrangendo a frequéncia de 900 cm-' a 1800 cm-', pois a maior
parte das informagbes bioquimicas sdo encontradas nesta regido. No grupo
controle analisamos onze amostras e obtivemos trinta e trés espectros, no grupo
fumante esporadico analisamos oito amostras e obtivemos vinte e quatro espectros
e no grupo fumante analisamos nove amostras e obtivemos vinte e sete espectros.
Como conclusao, a espectroscopia se apresenta como uma técnica nio invasiva,
de facil instrumentagcdo, com baixo custo financeiro, segura para o profissional e
para o paciente, e eficiente para analise de biofluidos. Nesse trabalho, a técnica
apresentou 6tima efetividade para separar os pacientes dos grupos fumantes e nao
fumantes, evidenciando diferencgas espectrais, principalmente, nas bandas de DNA,
Proteinas, Colageno, Amida | e Amida Il.

Palavras-chave: Espectroscopia FT-IR; Biofluidos; Biopsia Optica; Saliva;
Fumantes



ABSTRACT

Within the oral malignant neoplasms, more than 90% of the cases are squamous
cell carcinoma, originating from the oral mucosa epithelium with extrinsic and/or
intrinsic multifactorial etiology. Unfortunately, detection of early stage cancer
(carcinoma in situ) still a challenge. In this clinical context, emerges infrared
absorption spectroscopy (FT-IR spectroscopy). Currently, FT-IR spectroscopy is
being used in the medical field as a non-invasive diagnostic technique. Obtaining
the result quickly and helping in histopathological, serological and biochemicals
exams. This procedure can be used for various purposes such as diagnosing and
monitoring systemic diseases, monitoring the physical effort of athletes and
diagnosing cancer. The aim of this present study is comparing the saliva between
smokers and non smokers by vibrational FT-IR spectroscopy. The volunteers in this
study were divided into three groups: control, smoker, and occasional smoker.
Samples were analyzed by the “fingerprint” region covering the frequency of 900
cm-"! to 1800 cm-', because more biochemical information are found in this region.
In the control group we analyzed eleven and got thirty-three spectra, in the sporadic
smoker group we analyzed it and got twenty-four spectra and in the smoker group
we analyzed nine and got twenty-seven spectra. In conclusion, spectroscopy
presents itself as a non-invasive technique, easy to instrument, with low financial
cost, safe for the professional and for the patient, and efficient for biofluid analysis.
In this study, the technique presents excellent effectiveness to separate patients
from the smoker and non-smoker groups, showing spectral differences, mainly, in
the DNA, Proteins, Collagen, Amide | and Amide Il bands.

Keywords: FT-IR spectroscopy; Biofluids; Optical Biopsy; Saliva; Smokers
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adicional, uma vez que esta pesquisa ndo acarretard nenhum dano e o procedimento
cirurgico ja seria realizado, mesmo sem a pesquisa. A qualquer momento vocé podera
solicitar novas informac¢des e motivar sua decisdo se assim o desejar. Em caso de duvidas,
acessar os responsaveis pela pesquisa Dr. Luis Felipe das Chagas e Silva de Carvalho, pelo
telefone (12) 981016687 ou pessoalmente no Departamento de Odontologia da

Universidade de Taubaté, situado na Rua dos Operarios, 09, Centro, Taubaté.

Eu, , RG n¢
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A neoplasia, segundo Brasileiro Filho (2016), pode ser conceituada

como:
lesdo constituida por proliferacdo celular anormal, descontrolada e
autbnoma, em geral com perda ou reducdo de diferenciacdo, em
consequéncia de alteragcbes em genes ou proteinas que regulam a
multiplicagao e a diferenciagao das células.

A neoplasia é dividida em benigna e maligna. As benignas, geralmente, ndo trazem
risco de vida para os individuos portadores da lesdo; as malignas sao lesdes
popularmente conhecidas como cancer que podem levar o individuo a ébito.

O processo de formagdo do cancer, chamado de carcinogénese é
dividido em estagio de iniciacdo, promogao e progressao. O estagio de iniciagao &
a etapa onde as células sofrem alteragdes estruturais genéticas, pela agdo dos
agentes cancerigenos, tornando-as capaz de se multiplicar de forma neoplasica
futuramente. No estagio de promocao, as células continuam a ser afetadas pelos
agentes cancerigenos que as alteram ainda mais, transformando-as em células
malignas. E no estagio de progressio, a neoplasia torna-se visivel devido a rapida,
desordenada e irreversivel multiplicacdo de suas células (INCA, 2019).

Dentre as neoplasias malignas orais, mais de 90% dos casos sao de
carcinoma espinocelular, também conhecido como carcinoma epidermoide, com
etiologia multifatorial extrinsecas como fumo e/ou intrinsecas como a deficiéncia
nutricional. O risco de cancer bucal aumenta em trés vezes para os individuos
fumantes em comparacao aos individuos nao fumantes, além disso, o risco também
aumenta pelo tempo e pela relagao dose-dependente. Além de apresentar mais de
setenta substancias carcinogénicas como nitrosamina e benzeno, o fumo do tabaco
representa aproximadamente 80% dos casos de carcinoma espinocelular.
(NEVILLE et al., 2013).

De acordo com Freitas et al., (2016, p.16):

A associagao entre o fumo e o alcool na etiologia do cancer de boca esta
relacionada com esse efeito de aumento da permeabilidade causado pelo
alcool, que pode ocasionar um aumento da penetracdo dos carcinégenos

presentes no tabaco.

Clinicamente, a lesdo do carcinoma epidermdide pode se apresentar
como exofitica (aumento de volume), endolitica (aspecto invasivo e/ou ulcerado),
leuplasica (mancha esbranquicada), eritoplasica (mancha avermelhada),
leucoeritroplasica (machas avermelhadas e esbranquicadas) e dificiimente o

paciente apresentara sintomatologia dolorosa. Em casos mais avangados da
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doenca ocorre a destruicao do osso subjacente com sintomatologia dolorosa
variavel para cada paciente e na radiografia € observado uma imagem radiolucida
em forma de “ruidos de traga” com bordas irregulares (NEVILLE et al., 2013).

A principal forma de diagnostico do cancer sao o0s exames
histopatoldgicos, que detectam alteragdes celulares a nivel morfolégico. Porém
essa técnica apresenta algumas desvantagens como a contaminagao ambiental
pelos agentes utilizados para preparar as amostras, o tempo demasiado para obter
o resultado e a capacidade profissional que o patologista deve possuir. Por isso, a
razao pela qual as técnicas de biopsia Opticas, em especial a espectroscopia FT-
IR, vem sendo cada vez mais estudada € pela deteccdo de mudancas teciduais a
niveis bioquimicos. A espectroscopia FT-IR tem o potencial de ser utilizada como
uma técnica para o diagnostico, detecgao, discriminagao e progressao de doengas
pela analise da composicao quimica da célula (BUNACIU ET AL, 2015).

A espectroscopia vibracional € um método em desenvolvimento para o
diagndstico precoce de doengas. Essa técnica interessou diversos pesquisadores
pela capacidade de caracterizagdo de biomoléculas, pela facilidade de manusear
os instrumentos, pela analise rapida e nao invasiva. Por meio da analise espectral
de uma determinada amostra, observa-se os niveis de lipideos, proteinas, acidos
nucléicos e carboidratados, dessa forma, os dados obtidos podem ser utilizados
para distinguir amostras saudaveis das patolégicas.(CAMERON et al., 2018).

A espectroscopia vibracional pode ser utilizada para analisar alteracdes
nas biomoléculas de tecidos saudaveis e pataldgicos, e com isso caracterizar os
mesmo. Uma das vantagens da técnica além da analise ndo invasiva de biofluidos
e a pequena quantidade necessaria para ser examinada, aproximadamente 1ml, a
espectroscopia emite informagoes sobre a area de “fingerprint’, regido onde se
encontram grande parte das moleculas bilogicas como carboidratos, lipideos,
acidos nucleicos e proteinas que ajudam na caracterizagao dos tecidos. (LEAL et
al., 2018).

Nesse contexto clinico, a Inteligencia Artificial recebe destaque. De
acordo com Braga et. al., (2019, p. 16408) :

A inteligéncia artificial (IA) € um campo da ciéncia da computacédo que
imita os processos de pensamento humano, a capacidade de
aprendizagem e o armazenamento de conhecimento. Atualmente a IA tem
sido fortemente utilizada na analise de imagens e predi¢des, varios ramos
da medicina tém desenvolvido técnicas de aperfeicoamento da



17

inteligéncia artificial vinculada a melhoria da saide no seu conceito mais
global aceito.

Na area da saude, existem diversos dados que podem ser obtidos dos
pacientes desde clinicos, como exames laboratoriais e de imagens, até dados
genbmicos com as informagdes contidas no DNA e dados protedmicos dados
contidos nos conjuntos de proteinas presentes em uma amostra bioldégica. Com
isso, o ML que consiste em uma area da IA que tem o objetivo de prever resultados,
nesse caso diagnostico e progndsticos mediante técnicas estatisticas e dados
fornece uma técnica para reconhecer padrdes de dados massivos e usar algoritmos
para prever o resultado futuro dos pacientes (Dhillon e Singh, 2019).

Este trabalho tem o intuito de caracterizar as amostras de saliva de
pacientes fumantes e nao fumantes pela espectroscopia FT-IR, mostrar a
efetividade da técnica para o diagndstico precoce e monitoramento do cancer bucal
e para a utilizagdo como exame complementar ao histopatoldgico. Ademais, este
trabalho tem a finalidade de explicar os biomarcadores encontrados nas amostras

espectrais.
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2 PROPOSICAO

O presente trabalho tem por objetivos comparar amostras de saliva de
pacientes fumantes e ndo fumantes por espectroscopia vibracional FT-IR
associada ao aprendizado de maquina; contribuir para o estabelecimento da
técnica de biopsia Optica pela espectroscopia FT-IR; investigar alteragcbes
intrinsecas a nivel molecular na saliva, investigar a sensibilidade e especificidade
do teste para a identificagdo de pacientes fumantes e ndo fumantes por meio da
saliva pelos seus biomarcadores. Esta pesquisa tem o intuito de contribuir com
pesquisas futuras para mostrar a efetividade da técnica para o diagndstico precoce
e monitoramento do cancer bucal e para a utilizagdo como exame complementar

ao histopatologico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O cancer, de maneira geral, atinge um numero expressivo da populagéao
mundial, devido ao aumento dos individuos a exposi¢cao de fatores carcinogénicos
além disso possui alta taxa de mortalidade, principalmente, se detectado
tardiamente. Dessa forma, existe uma grande preocupacéao para enfrentar a doenga
com o diagndstico precoce, ja que permite maior chances de cura, novas
modalidades de tratamento e medidas preventivas (Brasileiro Filho, 2016) (Freitas
et. al., 2016). O carcinoma epidermdide, também conhecido como carcinoma de
células escamosas ou carcinoma espinocelular, representa mais de 90% dos
tumores malignos da regido oral (Freitas et. al., 2016) (Neville et. al., 2016).

A formagao do cancer é conhecida como carcinogénese e envolve o
processo de iniciagdo, promogao e progressado. Na fase de iniciagao, as células
sofrem alteracdo no DNA pelos agentes carcinogénicos; na fase de progressao,
elas se alteram de maneira mais drastica e se transforma em células malignas e na
fase de progressédo a neoplasia torna-se visivel devido a rapida, desordenada e
irreversivel multiplicagdo de suas células (Freitas et. al, 2016) e (INCA, 2019).

Existem varios fatores etiologicos para o cancer bucal sendo o
tabagismo, o alcool e a exposig¢ao solar considerados os principais. O fumo em si
representa 80% dos casos de carcinoma epidermodide ja que contém mais de
setenta substancias carcinogénicas (Neville et al., 2016). Clinicamente as lesdes
se apresentam como ulceras ou nodulos, ou podem até mesmo ser precedidas de
lesdes potencialmente cancerizaveis que sao as leucoplasias, as eritroplasias, e a
queilite actinica (Lemos Junior et al, 2013).

A principal forma de diagnoéstico do cancer sao o0s exames
histopatoldgicos, que detectam alteragbes celulares a nivel morfolégico. Porém
essa técnica apresenta algumas desvantagens como a contaminagao ambiental
pelos agentes utilizados para preparar as amostras, o tempo demasiado para obter
o resultado e a capacidade profissional que o patologista deve possuir (Bunaciu et.
al., 2015) e (Bunaciu et. al., 2014).

Dessa forma a biopsia Optica, em especial a espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), vem sendo estudada cada vez
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mais pela deteccdo de mudancgas teciduais a niveis bioquimicos. A espectroscopia
FT-IR tem o potencial de ser utilizada como uma técnica para o diagnéstico,
deteccgédo, discriminagdo e progressao de doencgas pela analise da composi¢cao
quimica da célula (Bunaciu et. al., 2015). A técnica esta sendo utilizada como
alternativa aos exames laboratoriais, em funcéo da alta sensibilidade para analisar
tecido cardico, tecido esquelético, e fluidos corporais como sangue, saliva e urina.
(Caetano Junior et. al., 2015).

A técnica consiste na emissao de luz policromatica na matéria e permite
medir a quantidade de luz absorvida por uma amostra na presengca da luz
infravermelha e com os dados coletados utiliza-se a Transformada de Fourier para
converter os dados brutos em espectros. (Naseer et. al., 2020). As vantagens da
técnica consistem na facil instrumentacdo, na minima ou nenhuma preparagcao
amostral, na pouca quantidade amostral e no rapido diagndstico in vitro (Bunaciu
et. al., 2015) e (Naseer et. at., 2020).

Essa técnica pode ser usada na rotina clinica, pois n&o é prejudicial
a saude e requer pequena quantidade amostral, fornecendo uma impressao
digital da amostra que contém a estrutura, o conteudo e a possivel modificacdo
bioquimica da mesma (Ukkonen et al., 2019; Cameron et.al., 2018; Finlayson,
et. al. , 2019). Ela pode ser chamada de biopsia éptica pela sua capacidade
de analisar as propriedades 6pticas das amostras evidenciando suas alteragoes
bioquimicas e moleculares (Carvalho, 2008 e Carvalho, 2011)

A saliva tem a possibilidade de monitorar alteragcbes corporais e
mediante ela é possivel realizar o controle de doping e observar as alteragdes
fisiolégicas em atletas, devido ao treinamento fisico. Além disso apresenta
vantagens em relacao ao sangue com menor risco de contaminagao e a coleta
nao é invasiva. (Caetano Junior et. al., 2015).

Além da facilidade de coleta, os biofluidos, apresentam diversos
componentes que podem ser considerados e utilizados como biomarcadores
para detectar e observar a progressdao de diversas doengas. A saliva em
especial, pode ser usada para diagnosticar e monitorar algumas doengas
sistémicas afetam as glandulas salivares e a composicdo da saliva como
Sindrome de Sjoégren, cirrose alcodlica, fibrose, diabetes mellitus e doengas das
glandulas suprarrenais (Leal et. al., 2018).



Com isso, a |IA ganha destaque pois permite aperfeicoar o
diagndstico, progndstico e o tratamento em varias areas da medicina e dessa
forma mostra os seus varios beneficios para a saude prevendo com mais
precisao a evolugao da doencga, no desempenho dos tratamentos (Braga et. al.,
2019). De acordo com Dhillon e Singh, 2019, o ML tem sido proposto na area
da saude pois permite compreender e melhorar os dados sobre a saude do
paciente e melhora na tomada de decisoes.

Nos estudos feitos por Rizzato em 2019 e Magalhdaes em 2020, as
autoras propuseram a avaliar treze amostras de saliva de pacientes fumantes
e nao fumantes por espectroscopia FT-IR a fim de encontrar biomarcadores de
estruturas bioquimicas e moleculares. Rizzato em 2019, concluiu que por conta
da obtencao de diferentes bandas pela analise de ambos os grupos é preciso
estender este estudo com o objetivo de observar um grupo com cancer bucal e
comprovar um possivel biomarcador para o diagnéstico precoce de cancer de
boca.

Magalhdes em 2020 conclui que, a espectroscopia FT-IR, é capaz
de fornecer informacdes preciosas para a diferenciacdo das amostras de saliva
entre pacientes fumantes e ndo fumantes e que os modos vibracionais do grupo
amido, proteinas, fosfato e acidos nucléicos podem ser considerados possiveis

marcadores moleculares para demonstrar tal diferenca.
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4 METODOLOGIA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade de Taubaté sob o numero 19436919.7.0000.5501. Todos os
voluntarios sao maiores de 18 anos, sem distingado de sexo e antes das coletas de
amostras de saliva serem realizadas, esses voluntarios assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sendo que as amostras foram coletadas
no Departamento de Odontologia da Universidade de Taubaté e em uma clinica
particular em Joinville. Os voluntarios foram divididos em trés grupos: controle,
fumante, e fumante esporadico.

No grupo controle, foram coletadas e analisadas amostras de saliva de
onze voluntarios que nunca experimentaram qualquer forma de tabaco. Desses
onze voluntarios, um apresentava alergia e refluxo e fazia uso continuo de
Pantoprazol e Dexatametasona, um apresentava colesterol alto e fazia uso
continuo de Rosuvastatina e um apresentava diabetes e presséao alta fazendo uso
continuo diario de Rosuvastatina, Glifage, Glimepirida e Losartana. Outros dois
voluntarios faziam uso continuo e diario de anticoncepcional, um de Tamisa 30 e
outro de Belara. No grupo fumante, foram coletadas e analisadas nove amostras
de pacientes com mais de 40 anos que fumam mais de um mago de cigarro por dia.

No grupo fumante esporadico, foram coletadas e analisadas 8 amostras
de pacientes que fumam esporadica e/ou socialmente. Desse grupo um paciente
fuma exclusivamente cigarro de palha, um voluntario fuma cannabis, um voluntario
ja experimentou tabaco e cannabis, um voluntario experimentou maconha, cigarro
de palha e tabaco, um voluntario experimentou cannabis e fuma narguilé, um
voluntario experimentou cigarro de palha, um voluntario fuma narguilé, e um
voluntario fuma cigarro e canabis.

As amostras de saliva foram coletadas por cuspe/expectoracdo. Os
participantes da pesquisa foram instruidos a bochechar agua durante um minuto e,
permanecer sem deglutir por alguns minutos e, ao final cuspir toda a saliva em um
coletor universal estéril. Todas as amostras foram levadas ao vortex para que fosse
homogeneizadas. Depois de realizado esse processo as amostras foram
transferidas do coletor universal estéril para o micro tubo tipo Eppendorf com ajuda

de uma pipeta calibrada em 1000um. As amostras foram armazenadas em um
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freezer em -20°C no Centro de Pesquisas Odontolégicas (CEPEO), localizado no
departamento de Odontologia da Universidade de Taubaté, em Taubaté -SP. As
amostras foram transferidas em um isopor com gelo para o Instituto de Pesquisa
Energéticas e Nucleares (Ipen) no Centro de Laser e Aplicagdes (CLA) no dia pré-

determinado para a analise.

- S

et

Figura 1 - Coletor Universal Estéril Figura 2 - Microtubo tipo Eppendorf

O espectrémetro utilizado foi o Espectrometro Thermo Scientific Nicolet
6700 ATR FT-IR que possui cristal de diamante para aquisicdo dos dados
espectrais. No equipamento as amostras foram inseridas sem aditivos sob o cristal
com o auxilio de uma pipeta calibrada em 1 ul para obtengao dos espectros. Depois
de colocadas no cristal, esperou-se pela secagem completa das amostras para
obtencao de melhores espectros. O tempo de secagem variou de 2 a 7 minutos
com tempo médio de 5 minutos. A analise foi feita com 32 scans de varredura para
obtencao da média dos espectros com resolugdo de 4cm-'. Os espectros foram
obtidos em triplicata.

Apos cada analise, as amostras foram removidas do cristal com o auxilio
de papel absorvente e limpo com alcool 92,8% para retirada total das amostras do
cristal, evitando contaminagdo entre amostras. Foram realizados 32 scans de
background do equipamento a cada amostra analisada para retirar as possiveis
interferéncias.

Os espectros foram pré-processados para se tornarem adequados para
a comparacao na etapa de analise. Alguns artefatos podem ser incluidos nos
espectros durante sua aquisicdo, e nesta etapa eles serdo minimizados sem

prejuizo as amostras coletadas. Para a realizagao do estudo, o pré-processamento
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e a obtengao dos espectros foram feitos pelo software Origin Pro8.5 e pelo software
Orange e com a ajuda do artigo realizado por Movasaghi, et al., 2018 foi

evidenciado os picos bioquimicos.
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5 RESULTADOS

As amostras foram analisadas pela regido de “fingerprint” abrangendo a
frequéncia de 900 cm™ a 1800 cm™ pois nessa regido concentra-se mais
informacgdes bioquimicas sobre as amostras. No grupo controle analisamos onze
amostras e obtivemos trinta e trés espectros, no grupo fumante esporadico
analisamos oito amostras e obtivemos vinte e quatro espectros e no grupo fumante
analisamos nove amostras e obtivemos vinte e sete espectros. Na imagem abaixo
observamos a média espectral de cada grupo e o desvio padrao deles, sendo o
grupo controle correspondente a cor azul, o grupo fumante esporadico, a cor

vermelha e o grupo fumante, a cor verde.

@
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Figura 4 - Espectro médio e desvio padréo de cada grupo

Foram evidenciados os picos 1076 cm™ que corresponde a conformacéao
cis esquelética de DNA e alongamento simétrico de fosfato [PO2], 1403 cm™ que
corresponde a modos simétricos de CHs do grupos metil de proteinas e CHs de
colageno, 1451cm™ que corresponde a modos de flexdo assimétricos de CHs do
grupos metil de proteinas, 1547 cm™ corresponde aproximadamente a banda de
proteina, amida Il, peptideo amida Il e amida Il de proteinas e 1646 cm™ que
corresponde a amida I, citosina Cs metilada, ligacdo C==0, alongamento C==C

uracil e NHz guanina.
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Figura 5 - Espectro médio de cada grupo

Bandas (cm-1) Modos Vibracionais Componentes
estruturais
1076 DNA
Alongamento simétrico de
fosfato
1403 CHs dos grupos metil e CHs  Proteinas e Colageno
1451 CHs dos grupos metil Proteinas
1547 Proteina, amida |II,
peptideo amida Il e
amida Il de proteinas
1646 Ligacao C==0, Amida |, citosina Cs
alongamento C==C uracil e metilada
NH2 guanina

Tabela 1- Modos vibracionais referentes aos picos espectrais encontrados no grupo controle
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A fim de verificar quanto o software consegue prever as semelhancas e
diferencas entre as amostras, foi utilizada a técnica “Leave one out” que consistem
em uma analise supervisionada treinada previamente sobre um conjunto de dados
pré-definidos, classificando novos dados de acordo com os critérios definidos pelo
treinamento.

Nesse processo utilizamos modelos estatisticos que servem para
informar a especificidade (recall) e sensibilidade (precision) sendo eles “kNN”,
“Tree”, “SVM”, “SGD,” “Random Forest”, “Neural Network”, “Naive Bayes”, “Logistic
Regression”, “Gradient Boosting” e “AdaBoost”. O melhor modelo precisa ser
aquele que se aproxime de 1 e ao compararmos os trés grupos simultaneamente,
o0 modelo que se mostrou mais eficiente foi a “Neural Network” com 0,715 e 0,713
para sensibilidade e especificidade, respectivamente. Na “Confusion Matrix”,
observamos quantas amostras seriam separadas corretamente para seus
respectivos grupos sendo 72,7% para o grupo controle, 65,5% para fumante

esporadico e 75% para fumante.

Evaluation Results

Model AUC CA F1 Precision Recall
kNN 0717 0584 0575 0588 0,584
Tree 0754 0634 0633 0632 064
SVM 0783 0634 0612 0638 0634
5GD 0722 0644 0635 0633 0644

Random Forest 0.800 0.634 0.621 0.627 0.634
Meural Metwork 0857 0.3 0.2 0.715 0.713
Maive Bayes 0.676 0545 0.535 0536 0.545
Logistic Regression 0.641 0475 0.379 0397 0475
Gradient Boosting  0.819 0.663 0.657 0.668 0.663
AdaBoost 0.692 0.604 0.601 0.605 0.604

Figura 6- Comparacédo entre os modelos estatisticos dos trés grupos

Predicted
0 1 2
0 727 % 207 % 10.7 %

1 9.1% 65.5 % 143 %

Actual

2 18.2 % 13.8 % 75.0 %

Figura 7- Confusion Matrix dos trés grupos
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O teste “Leave one out” foi repetido com o intuito de comparar o grupo
controle e fumante, fumante e fumante esporadico e controle e fumante esporadico.
Nesse processo utilizamos os mesmos modelos estatisticos do teste anterior.
Quando comparado o grupo fumante ao controle, o modelo que se mostrou mais
eficiente foi 0 “SGD” com 0,853 para sensibilidade e especificidade. Na “Confusion
Matrix”, observamos quantas amostras seriam separadas corretamente para seus

respectivos grupos sendo 86% para o grupo controle, 84,4% para fumantes.

Evaluation Results

Model AUC CA Pl Precision Recall
KNI 0768 0720 0714 0722 0720
Tree 0748 0733 073 0739 0733
VM 0839 0787 0785 0787 0.787
5GD 0450 0.853 0853  0.853 0.853

Random Forest 0.819 0760 0.759 0.759 0.760
Meural Metwork 0.894 0.840 0837 0.846 0.840
Maive Bayes 0.737 0.680 0.680 0.680 0.680
Logistic Regression 0,657 0.560 0424 0335 0.560
Gradient Boosting  0.827 0.760 0.739 0.759 0.780
AdaBoost 0760 0.760 0.761 0.762 0.760

Figura 8 - Comparacéo entre os modelos estatisticos para o grupo fumante contra o grupo controle

Predicted
0 2
0 86.0 % 15.6 %

2 14.0 %6 84.4 %

Actual

Figura 9 - Confusion Matrix para o grupo fumante contra o grupo controle

Ao comparar o grupo fumante esporadico com o controle, o modelo que
se mostrou mais eficiente foi o “SGD” com 0,803 e 0,809 para sensibilidade e
especificidade, respectivamente. Na “Confusion Matrix”, observamos quantas
amostras seriam separadas corretamente para seus respectivos grupos sendo

76,7% para o grupo controle e 73,9% para o grupo fumante esporadico.
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Predicted
0 1
0 TB.T % 26.1%

1 23.3 % 73.9 %

Actual

Figura 10 - Confusion Matrix para o grupo fumante esporadico contra o grupo controle

Evaluation Results

Model AUC CA  F1 Precision Recall
kNN 0752 0712 0714 0725 0712
Tree 0,592 0576 0576 0576 0576
SVM 0858 0788 07% 0787 0788
5GD 0,805 0.803 0804  0.809 0.803

Random Forest 0.842 0758 0.754 0.756 0.758
Neural Network 0.850 0773 0.775 0.785 0.773
Naive Bayes 0.570 0515 0519 0.537 0.515
Logistic Regression  0.429 0591 0.439 0349 0.591
Gradient Boosting  0.782 0773 0.773 0.774 0773
AdaBoost 0742 0742 0.744 0745 0,742

Figura 11- Comparacéo entre os modelos estatisticos para o grupo fumante esporadico contra o

grupo controle

Quando comparado o grupo fumante ao fumante esporadico, o modelo
que se mostrou mais eficiente foi o “Neural Network” com 0,787 e 0,788 para
sensibilidade e especificidade. Na “Confusion Matrix”, observamos quantas
amostras seriam separadas corretamente para seus respectivos grupos sendo
71,4% para o grupo controle, 78,8% para fumantes.

Predicted
1 2

1 714 % 21.2 %

2 28.6 % 78.8 %

Actual

Figura 12 - Confusion Matrix para o grupo fumante contra o grupo fumante esporadico



Evaluation Results

Model
kMM
Tree
SVM
56D
Random Forest
MNeural Network
Maive Bayes
Logistic Regression
Gradient Boosting
AdaBoost

AUC

0.704
0.588
0.797
0.719
0.818
0.854
0.713
0.563
0.794
0.738

CA
0.738
0.623
0.738
0.721
0.754
0.787
0.705
0.557
0.721
0.738

Fi
0.738
0.624
0.738
0722
0.754
0.787
0.705
0.399
0722
0.738

Precision Recall

0.753
0.625
0.738
0.723
0.755
0.788
0.705
0.311
0.727
0.741

0.738
0.623
0.738
0.721
0.754
0.787
0.705
0.557
0.721
0.738
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Figura 13 - Comparacgao entre os modelos estatisticos para o grupo fumante contra o grupo fumante

esporadico
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6 DISCUSSAO

No Brasil, o cancer é a segunda maior causa de mortes depois das
doencas cardiovasculares e o numero de pessoas acometidas pela doenga vem
crescendo. Isso se deve a rotina estressante e agitada que a populagao leva,
recorrendo as bebidas alcodlicas, ao tabaco e aos fast foods para aliviar essa rotina
e proporcionar uma forma de relaxamento. Outro fator que proporcionou uma parte
do aumento de casos, foi a pandemia pelo Covid 19 pois além da apreensao da
populagao para ir a hospitais e clinicas para a realizagao de exames houve atrasos
na obtencao deles.

Quando se trata do cancer bucal, o Instituto Nacional de Cancer (INCA)
estimou para 2020 mais de onze mil casos para a populacido masculina brasileira,
representando 5% de todos os tipos de cancer. E imprescindivel nesses casos ndo
pensar em bidpsia, exame “padrao ouro” para a complementagao do diagndstico
clinico (Carvalho, 2008). Apesar disso, a biopsia apresenta algumas desvantagens
como a comorbidade gerada ao paciente, o pds-operatorio que exige atengao, o
conhecimento e o tempo, de aproximadamente sete dias, para se obter esses
resultados.

Dessa forma, se faz necessario outros exames que contribuam ao
diagnostico, mas que permitam o conforto do paciente. As pesquisas vém
concretizando que a espectroscopia FT-IR é uma técnica segura ao paciente e ao
profissional além da facilidade para analisar biofluidos que consegue observar as
caracteristicas bioquimicas da amostra por meio de suas propriedades opticas
(Finlayson, et. al., 2019 e Carvalho, 2008).

E importante ressaltar que grande parte da literatura sobre cancer bucal
estima que aproximadamente 80% dos casos da doenga se devem ao uso
prolongado de tabaco, com ou sem fumaga. Ao analisar o cigarro, ja que € a forma
de fumo mais comum e recorrente, pesquisadores evidenciaram a presenca de
mais de setenta substancias cancerigenas. Dada a importancia desses dados faz-
se justificavel as analises do presente estudo.

Outrossim, os resultados obtidos com esse trabalho sdo condizentes aos
esperados visto que comprovam as alteracbes bioquimicas devido ao uso

prolongado e até esporadico de tabaco. Apesar dos achados bioquimicos nas
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bandas de DNA, Proteinas, Colageno, Amida | e Amida Il serem possiveis
biomarcadores para o cancer bucal, é precipitado dizer que a espectroscopia visa
substituir os exames histopatoldgicos pois apesar das suas vantagens essa técnica
nao tem o intuito de substituir e sim complementar para que o diagnostico seja mais
preciso.

Nesse contexto, a IA, em especial o Machine Learning se destaca como
uma ferramenta para auxiliar a espectroscopia e evidenciar sua especificidade e
precisdo. Nesse estudo conseguimos observar a eficacia da técnica pelas
ferramentas de ML com o teste “Leave one out’ e pela tabela da “Confusion Matrix”.

E preciso associar as técnicas de |A & Espectroscopia FTIR pois permite
que os dados possam ser analisados em um software previamente configurado e
treinado. Dessa forma é evidente a necessidade de maiores estudos para
consolidar a técnica de biopsia Optica e apesar de suas vantagens serem
superiores ao exame histopatologico, seu intuito ndo é de substituicao, mas sim de

complementagao para um diagndstico mais rapido e mais preciso.
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7 CONCLUSAO

Mediante o exposto, a espectroscopia se apresenta como uma técnica
nao invasiva, de facil instrumentagao, com baixo custo financeiro, segura para o
profissional e para o paciente, e eficiente para analise de biofluidos. Nesse trabalho,
a técnica apresentou o6tima efetividade para separar os pacientes dos grupos
fumantes e ndo fumantes, evidenciando diferencas espectrais, principalmente, nas
bandas de DNA, Proteinas, Colageno, Amida | e Amida Il. Dessa forma, os achados
bioquimicos sdo possiveis biomarcadores para diferenciar os grupos fumantes e
nao fumantes. Apesar dos resultados preliminares, faz se necessarios outros
estudos com maiores numeros amostrais para consolidar a técnica na clinica

médica-odontologica.



34

REFERENCIAS

1 Brasileiro Filho G. Bogliolo Patologia. 92. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan;
2016

2 INCA. Como surge o cancer? 2021; Aug. 04. Disponivel em:
https://www.inca.gov.br/como-surge-o-cancer. Acesso em: 17 Aug. 2021.

3 Neville BW, et al. Patologia oral e maxilofacial. 42. ed. Rio de Janeiro: Elsevier;
2016.

4 Freitas RM, et al. Fatores de risco e principais alteragdes citopatologicas do
cancer bucal: uma revisao de literatura. Revista Brasileira de Analises Clinicas.
2016. 48(1): 13-18. Disponivel em: http://www.rbac.org.br/artigos/fatores-de-risco-
e-principais-alteracoes-citopatologicas-do-cancer-bucal-uma-revisao-de-literatura/.
Acesso em: 21 ago. 2021.

5 Bunaciu AA, et al. Applications of FT-IR Spectrophotometry in Cancer
Diagnostics. Critical Reviews in Analytical Chemistry. 2015. 45(2): 156-165.
Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/270648928_Applications_of_FT-
IR_Spectrophotometry_in_Cancer_Diagnostics. Acesso em 14 ago. 2021

6 Cameron JM, et al. Biofluid Spectroscopic Disease Diagnostics: A Review on the
Processes and Spectral Impact of Drying. Journal of Biophotonics. 2018. 11(4): 1-
12. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/322781334_Biofluid_Spectroscopic_Dise
ase_Diagnostics_A_Review_on_the_Processes_and_Spectral_lmpact_of_Drying.
Acesso em 18 ago. 2021.

7 Leal LB, et al. Vibration spectroscopy and body biofluids: Literature review for
clinical applications. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. 2018. 17: 237—-
244,

8 Braga AV, et al. Machine learning: O Uso da Inteligéncia Atrtificial na Medicina.
Brazilian Journal of Development. 2019. 27:16407-16413.

9 Dhillon A, Singh A. Machine Learning in Healthcare Data Analysis: A Survey.
Journal of Biology and Today's World. 2019. 21:1-10.

10 Lemos Junior CA. Céancer de boca baseado em evidéncias cientificas.
Associagao Paulista de Cirurgides-Dentistas. 2013. Jul 25: 178-186.

11 Bunaciu AA, et al. Cancer Diagnosis by FT-IR Spectrophotometry. Revue
Roumaine de Chimie. 2014. 10:415-426.

12 Caetano Junior PC, et al. Analysis of saliva by Fourier transform infrared
spectroscopy for diagnosis of physiological stress in athletes. Research on
Biomedical Engineering. 2015. 31(2):116-124.


https://www.inca.gov.br/como-surge-o-cancer
http://www.rbac.org.br/artigos/fatores-de-risco-e-principais-alteracoes-citopatologicas-do-cancer-bucal-uma-revisao-de-literatura/
http://www.rbac.org.br/artigos/fatores-de-risco-e-principais-alteracoes-citopatologicas-do-cancer-bucal-uma-revisao-de-literatura/
https://www.researchgate.net/publication/270648928_Applications_of_FT-IR_Spectrophotometry_in_Cancer_Diagnostics
https://www.researchgate.net/publication/270648928_Applications_of_FT-IR_Spectrophotometry_in_Cancer_Diagnostics
https://www.researchgate.net/publication/322781334_Biofluid_Spectroscopic_Disease_Diagnostics_A_Review_on_the_Processes_and_Spectral_Impact_of_Drying
https://www.researchgate.net/publication/322781334_Biofluid_Spectroscopic_Disease_Diagnostics_A_Review_on_the_Processes_and_Spectral_Impact_of_Drying

35

13 Naseer K, et al. ATR-FTIR spectroscopy as the future of diagnostics: a
systematic review of the approach using biofluids. Applied Spectroscopy Reviews.
2020. 56: 1-13. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/340012344_ATR-
FTIR_spectroscopy_as_the_future_of_diagnostics_a_systematic_review_of_the_a
pproach_using_bio-fluids. Acesso em: 15 ago. 2021.

14 Ukkonen H, et al. Biochemical Changes in Irradiated Oral Mucosa: A FTIR
Spectroscopic  Study. Biosensors. 2019. 9(1): 12. Disponivel em:
https://www.mdpi.com/2079-6374/9/1/12/htm. Acesso em: 15 jul. 2021.

15 Finlayson D, et al. Is Infrared Spectroscopy Ready for the Clinic? Analytical
Chemistry. 2019. 10(91):12117-12128. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/335735637_ls_Infrared_Spectroscopy_R
eady_for_the_Clinic. Acesso em: 19 sep. 2021

16 Carvalho LFCS. Analise ex vivo de hiperplasia fibrosa inflamatéria de Mucosa
jugal por espectroscopia FT-Raman [Dissertacdo]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, Universidade Estadual
Paulista; 2008.

17 Carvalho LFCS. Analise de queilite actinica por espectroscopia micro FT-IR
[Tese]. Sao José dos Campos: Faculdade de Odontologia, Campus de Sao José
dos Campos, UNESP; 2011.

18 Rizzato JMB. Caracterizacdo da saliva de pacientes fumantes por
espectroscopia FT-IR [Trabalho de Conclusado de Curso]. Taubaté: Departamento
de Odontologia da Universidade de Taubaté; 2019.

19 Magalhdes NC. Analise de biomarcadores na saliva de pacientes fumantes e
nao fumantes por espectroscopia FT-IR — estudo piloto [Dissertacao]. Taubaté:
Departamento de Odontologia da Universidade de Taubaté; 2020.

20 Movasaghi Z, et al. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy of Biological
Tissues. Applied Spectroscopy Reviews. 2008. 43: 134-179. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1080/05704920701829043. Acesso em 09. Jun. 2021


https://www.researchgate.net/publication/340012344_ATR-FTIR_spectroscopy_as_the_future_of_diagnostics_a_systematic_review_of_the_approach_using_bio-fluids
https://www.researchgate.net/publication/340012344_ATR-FTIR_spectroscopy_as_the_future_of_diagnostics_a_systematic_review_of_the_approach_using_bio-fluids
https://www.researchgate.net/publication/340012344_ATR-FTIR_spectroscopy_as_the_future_of_diagnostics_a_systematic_review_of_the_approach_using_bio-fluids
https://www.mdpi.com/2079-6374/9/1/12/htm
https://www.researchgate.net/publication/335735637_Is_Infrared_Spectroscopy_Ready_for_the_Clinic
https://www.researchgate.net/publication/335735637_Is_Infrared_Spectroscopy_Ready_for_the_Clinic
http://dx.doi.org/10.1080/05704920701829043

36

Autorizo a reprodugéo e divulgagéao total ou parcial desta
obra por qualquer meio convencional ou eletrdnico, para

fins de estudo e pesquisa, desde que citadas as fontes.

Maria Clara de Moura Santos Coelho Ferreira

Taubaté, dezembro de 2021



	c22bd041d7ff3a1aa0f4ee48e11ac396e1e9a2ebb19b5fb21dee05c946006115.pdf
	Microsoft Word - Maria Clara de Moura Santos Coelho Ferreira
	c22bd041d7ff3a1aa0f4ee48e11ac396e1e9a2ebb19b5fb21dee05c946006115.pdf

