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Resumo - A cirrose ou hepatopatia, € uma doenga que representa uma degeneragio progressiva
e inflamatéria do figado, sendo caracterizado por fibrose e formagao de noédulos que altera a
arquitetura do o¢rgao. Cirurgias desnecessarias sao feitas, devido a nao diferenciagao
macroscopica de tecido fibroso e cancer. A espectroscopia Raman consiste em uma técnica que
investiga os constituintes moleculares e estruturais, detectando modificagbes bioquimicas na
morfologia e arquitetura celular. O objetivo deste trabalho foi comparar, tecidos hepaticos normais
de cirréticos, utilizando a espectroscopia Raman dispersiva (785 nm) e Raman por transformada de
Fourier (1064 nm). Utilizou-se o modelo experimental de cirrose hepatica induzida por tetracloreto
de carbono (CCL4) em 5 ratos machos Wistar. Houve aumento das intensidades relativas das
bandas correspondentes aos aminoacidos, acidos nucléicos, e proteinas. A espectroscopia Raman
identifica altera¢des estruturais e metabdlicas decorrentes do processo agudo de cirrose hepatica.

Introdugao

A fungéao principal do figado é a produgao
da bile, sendo que seus constituintes mais
importantes s&o os acidos biliares. O figado
funciona em muitas atividades que nao estao
diretamente relacionadas com o processo de
digestdo. Entre elas estdo a produgdo e
destruicdo de eritrécitos a partir da fase
embrionaria, removendo bactérias, através

de células de Kupffer. Este 6rgdo também é
responsavel pela sintetizacao da
protrombina, fibrinogénio e outros fatores de
coagulagdo que sao necessarios para a
coagulagao do sangue.[1]

A cirrose ou hepatopatia, € uma doenca
que representa uma degeneracéo
progressiva e inflamatéria do figado, sendo
caracterizado por fibrose e formagao de
nodulos que altera a arquitetura do 6rgéo.
Esta alteracdo da morfologia do figado
bloqueia o fluxo do sangue que vem do
intestino impedindo-o de atravessar o figado
e através das veias hepaticas atingir a veia
cava superior e o coragao, impedindo-o de
fazer a sintese das proteinas [2]. As
manifestacbes clinicas das hepatopatias
levam a faléncia hepatica dramatica e
rapidamente progressiva. A cirrose
contabiliza cerca de 26.000 mortes por ano
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Esses dados s6 reforcam a necessidade de
um diagndstico precoce.[3]

A espectroscopia Raman, consiste em uma
técnica de bidpsia oOptica e apresenta varias
aplicabilidades, onde vem sendo amplamente
utilizada para diagnésticos de cancer de
mama, pulmao, bexiga, epiteliais, entre
outros [7]. Visto que, a espectroscopia
Raman investiga os constituintes moleculares
e estruturais das amostras, esta técnica,
permite detectar modificagdes bioquimicas
na morfologia e arquitetura celular que
ocorrem na presenca de patologias. [4-6]. Ja
foram caracterizados hepatdcitos normais e
malignos utilizando a microespectroscopia
Raman, detectou-se a presenga de
proteinas, acidos nucléicos e lipideos,
identificando diferengas espectrais referentes
as intensidades. [8]

O tetracloreto de Carbono (CCl;) € uma
potente droga hepatdxica que ocasiona dano
hepatico por intermédio de radicais livres
formados durante a sua metabolizagcédo - o
triclometil (CCl3) e o triclorometilperoxil
(OOCCI3) [9]. Desta  forma causa
hepatopatias secundarias, levando a
processos inflamatérios provenientes de
liberagdo de produto pela atividade das
células de Kupffel, ocorrendo o
desenvolvimento de necrose e divisdo
significativa do aumento do numero de
células ED1,ED2 e TNF-alfa. Estas causas
associam-se ao desenvolvimento de fibrose,
levando a repetidos fenbmenos
necroinflamatérios no figado. [8-12]

O objetivo deste trabalho foi a identificagéao
de alteragdes hepaticas, in vitro, decorrentes
da hepatopatia secundaria, utilizando a
técnica de espectroscopia Raman dispersiva
e por transformada de Fourier.

Materiais e Métodos
Preparacgao das amostras

Utilizou-se 7 ratos machos da raga Wistar
com peso aproximado de 250 g e 12
semanas de vida, divididos em dois grupos (
cirréticos e normais). Para a obtengcéo do
modelo experimental de hepatopatia, utilizou-
se o tetracloreto de carbono, onde calculou-
se a quantidade na proporgao de 1mi/kg de
peso [18].Para o protocolo de indugéo,
aplicou-se, via intramuscular, 0,4 ml de
anestésico, Zoletil 50 (VIRBAC), no membro
posterior de 5 animais (grupo cirrético). Apos

esta etapa, injetou-se via intraperitonial,
0,15ml de tetracloreto de carbono. Apds 24
horas os animais foram anestesiados e
sacrificados com injegao intracardiaca Hipnol
(0,4ml). Para a preparagdo das amostras,
foram retirados aproximadamente 1 cm® do
tecido hepatico. Para o grupo controle
utilizou-se 2 animais (normais).

Instrumentagdo Raman
Raman dispersivo 785 nm

O experimento foi realizado com o sistema
de Espectroscopia Raman, montado em uma
mesa otica no Laboratoério de Espectroscopia
Biomolecular do IP&D (Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento) da Universidade do Vale
do Paraiba.  Utiliza-se um laser de Argbnio
de 5W (Spectra Physics Modelo 2017-514,5
nm) para bombear um laser de estado sélido
de Ti: Safira (Spectra Physics Modelo
39008), sintonizado no comprimento de onda
de 785nm na regidao do infravermelho
proximo. Ajustou-se o equipamento a uma
poténcia de saida do laser a 60 mW (Argbnio
514 nm), onde conseguiu-se uma poténcia
de 35 mW no porta amostra. Utilizou-se,
como parametros de coleta, o tempo de
exposi¢cdo de 7 segundos, integrado a 30
acumulagdes consecutivas, totalizando 210
segundos de exposi¢cdo da amostra ao laser.
Como 0s espectros coletados se
apresentaram em Pixels, formato nao
utilizado para anadlise, necessitou-se fazer a
transformacgédo de Pixels para Deslocamento
Raman. [13]

FT-Raman 1064 nm

Utilizou-se o espectrdmetro FT- Raman
(BRUKER RFS/100), encontrado no Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba, no
Laboratério de Espectroscopia Vibracional
Biomédica. Nesta técnica utiliza-se um laser
de Nd:Yag com comprimento de onda de
1064 nm, e um interferograma para calcular a
transformada de Fourier. Com a utilizagao de
comprimentos de ondas maiores elimina-se a
fluorescéncia presente em amostras
biolégicas.

Para a coleta dos espectros, as amostras
foram posicionadas no porta amostra e o
laser foi ajustado a uma poténcia de 100 mw
de saida, registrando 77 mw na amostra.
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Utilizou-se 250 scans, totalizando
aproximadamente 5 minutos. Foram
coletados 2 espectros por amostra, em
diferentes pontos.

Resultados
Tratamento dos espectros

Para estudar os espectros coletados no
sistema Raman dispersivo (785 nm), foram
necessarios fazer a retirada da banda de
fluorescéncia, presente em tecidos biolégicos
(figura 2). Para o tratamento utilizou-se linha
de correcdo (baseline correction) e filtro de
grau 3 (smotting filter), utilizando o programa
Origin 5.0. Para a andlise dos espectros
coletados pelo sistema FT-Raman nao foram
necessarios tratamentos. Para as andlises
espectrais foram coletados dois espectros
por amostra totalizando 10 espectros
cirréticos e quatro espectros normais. Para a
demonstragao dos resultados foram
calculadas as médias dos espectros.

Cirrose Hepitica

Intensity (a.u)
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Figura 2 — Espectro original cirrético obtido pelo sistema
Raman dispersivo (785 nm).

Discussoes

Para as discussdes dos resultados serédo
apresentados o0s espectros, de tecidos
cirréticos e normais, ja tratados coletados
pelo sistema FT-Raman (figura 3) e Raman
dispersivo (figura 4).
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Figura 3 - Média dos Espectros Raman de tecido
hepatico Normal e Cirrético, coletados pelo sistema FT-
Raman.
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Figura 10 — Espectros Raman de cirrose hepatica
coletada pelo sistema Raman dispersivo.

A tabela 1 mostra os principais
deslocamentos Raman referentes a
compostos  moleculares que  sofreram
alteragdes na regido de interesse biologico.

Tabela 1 — Compostos moleculares com alteragao
em tecidos hepaticos normais e cirréticos.

Composto Posigao (cm'1)
Molecular
Fenilalanina 1003
Residuos de
Fenilalanina 1040
DNA 1083
Lipideos e Proteina 1122
Amida lll 1200-1350
Triptofano 1548
Proteina 1600-1700

Comparando os espectros dos tecidos
hepaticos normais e cirréticos, nota-se
diferengas quanto as intensidades de
compostos moleculares, como, proteinas,
acidos nucléicos, lipideos e aminoacidos. O
deslocamento Raman referente a posigao de
1083 cm’, esta relacionado ao indice relativo
de DNA. O aumento de intensidade relativo a
esta faixa indica um aumento na massa de
acidos nucléicos, caracteristicos de células
neoplasicas. A perda da intensidade e
auséncia dos deslocamentos Raman,
encontrados na regidao de Amida Il (1200-
1350 cm'1) e proteinas (1600-1700 cm'1), no
espectro das amostras cirréticas, indicaria
uma mudanga na estrutura secundaria da
proteina ou da desordem do tecido devido a
hepatopatia aguda [8]. As diferengas entre as
intensidades dos aminoacidos, podem estar
relacionados as diferengas do metabolismo,
ja que uma das causas desta patologia esta
relacionada a atividade enzimatica. Quanto
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as diferengas espectrais referentes aos
sistemas Raman, podemos observar quando
as amostras sdo excitadas no sistema
Raman dispersivo (785 nm) apresentam-se
espectros mais ruidosos, devido a maior
absorcdo do tecido, se comparado ao
sistema FT-Raman (1064 nm). Este efeito
esta relacionado ao comprimento de onda de
excitagdo, inversamente proporcional a
energia que excita as moléculas. Para
amostras  biolégicas prefere-se  utilizar
comprimentos de onda maiores, pois desta
forma diminuem as bandas de fluorescéncia,
muita presentes em tecidos bioldgicos.

Conclusao

Com os resultados obtidos podemos
concluir que o tetracloreto de carbono produz
alteragdes fibréticas e necroinflamatérias no
tecido hepatico, e que a espectroscopia
Raman se torna uma importante técnica de
biépsia optica, sendo capaz de identificar
alteracbes estruturais e metabdlicas
decorrentes do processo agudo de cirrose
hepatica. Como trabalhos futuros as
amostras coletadas serdo enviadas para uma
analise histologica e histopatoldgica para
uma analise mais precisa das alteragdes. No
futuro, pretende-se estudar a diferenciagao
entre cirrose, e cancer, pois a diferencas
macroscopicas entre as duas disfungbes se
tornam muito semelhantes, onde desta forma
poderia evitar cirurgias desnecessarias.

Referéncias

[11 GRANT, A., NEUBERGER, J. GUIDELINES.
On the use of liver biopsy in clinical practice. Gut,
45 ('suppl IV'), 1999;

[2] JACOBS W. H., GOLDBERG, S. B. Statement
on out-patient percutaneous liver biopsy. Dig Dis
Sci 34:322-3, 1989;

[3] SCHUT, T. C. B.; WOLTHUIS, R.; CASPERS,
G. J. Real-time tissue characterization on the
basis of in vivo Raman spectra.J Raman
Spectrosc, v.33, n.7, p.580-585, 2002.

[4] MAHADEVAN-JANSEN, A.; RICHARDS-
KORTUM, R. Raman Spectroscopy for cancer
detection: A review. Proceedings - 19"
International Conference, p.2722-2828, 1997.

[5] SILVEIRA Jr. L. Correlagao entre a técnica de
espectroscopia raman e a analise histopatolégica
das placas ateromatosas em artérias coronarias
humanas. 2001. 109 f Tese (Doutorado) -
Departamento de Fisiopatologia Experimental -
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo (USP).

[6] STONE, N. Near-infrared Raman spectroscopy
for the classification of epithelial pre-cancers and
cancers. J Raman Spectrosc, v.33, 564-573,
2002.

[7] Nunes, L.D.; Martin, A.A_; Silveira, L.; Zampieri,
M.FT-Raman spectroscopy study for skin cancer
diagnosis SPECTROSCOPY INT. J. 17 (2-3): 597-
602 2003

[8] HAWI S.H.ET AL. Characterization of normal
and malignant human hepatocytes by Raman
microspectroscopy. Cancer Letters 110 (1996) 35-
[9] PROCTOR E, CHATAMRA K. Controlled
induction of cirrhosis in the rat. Br J Exp Path
1983;64:320-30.

[10] SUEMATSU M, KATO S, ISHII H, ASAKO H,
YANAGISAWA T, SUZUKI H, OSHIO C,
TSUCHIYA M. Intralobular heterogeneity of carbon
tetrachloride-induced oxidative stress in perfused
rat liver visualized by digital imaging fluorescence
microscopy. Lab Invest 1991;64:167-73.

[11] TSUKAMOTO H, MATSUOKA M, FRENCH
SW. Experimental models of hepatic fibrosis: a
review. Semin Liver Dis 1990;10:56-63.
[12] BERTOLOTTI,S.A,, FERREIRA,R.A.,
SANTOS, R.M.M., SHIMADA ,M.H.F., DUARTE,J..
Hepatopatia experimental em Coelho Analisada
por Espectroscopia Raman.IV Encontro de
Iniciagao Cientifica. UniVap. Sdo José dos
Campos. 2000.

[13] WOLLMAN,S.T.;BOHN,P.W.. “Evaluation of
Polynomial Fitting Functions for Use with CCD
Arrays in Raman Spectrocopy”. APPLIED
SPECTROSCOPY, volume 47, n°1, p125-126,
1993.

VIII Encontro Latino Americano de Iniciagao Cientifica e 289
IV Encontro Latino Americano de Pds-Graduacdo — Universidade do Vale do Paraiba



	DIAGNÓSTICO ÓPTICO DE CIRROSE HEPÁTICA UTILIZANDO A ESPECTROSCOPIA RAMAN DISPERSIVA E FT-RAMAN
	Palavras-chave: Cirrose hepática, Tetracloreto de carbono, Espectroscopia Raman
	Introdução
	Materiais e Métodos
	 Preparação das amostras
	 Instrumentação Raman



	Referências 

