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Resumo - A cirrose ou hepatopatia, é uma doença que representa uma degeneração progressiva 
e inflamatória do fígado, sendo caracterizado por fibrose e formação de nódulos que  altera a 
arquitetura do órgão. Cirurgias desnecessárias são feitas, devido a não diferenciação 
macroscópica de tecido fibroso e câncer. A espectroscopia Raman consiste em uma técnica que 
investiga os constituintes moleculares e estruturais, detectando modificações bioquímicas na 
morfologia e arquitetura celular. O objetivo deste trabalho foi comparar, tecidos hepáticos normais 
de cirróticos, utilizando a espectroscopia Raman dispersiva (785 nm) e Raman por transformada de 
Fourier (1064 nm). Utilizou-se o modelo experimental de cirrose hepática induzida por tetracloreto 
de carbono (CCL4) em 5 ratos machos Wistar. Houve aumento das intensidades relativas das 
bandas correspondentes aos aminoácidos, ácidos nucléicos, e proteínas. A espectroscopia Raman 
identifica alterações estruturais e metabólicas decorrentes do processo agudo de cirrose hepática. 
 

Introdução 
 
   A função principal do fígado é a produção 
da bile, sendo que seus constituintes mais 
importantes são os ácidos biliares. O fígado 
funciona em muitas atividades que não estão 
diretamente relacionadas com o processo de 
digestão. Entre elas estão a produção e 
destruição de eritrócitos a partir da fase 
embrionária, removendo bactérias, através  
 
de células de Kupffer. Este órgão também é 
responsável pela sintetização da 
protrombina, fibrinogênio e outros fatores de 
coagulação que são necessários para a 
coagulação do sangue.[1] 

   A cirrose ou hepatopatia, é uma doença 
que representa uma degeneração 
progressiva e inflamatória do fígado, sendo 
caracterizado por fibrose e formação de 
nódulos que  altera a arquitetura do órgão. 
Esta alteração da morfologia do fígado 
bloqueia o fluxo do sangue que vem do 
intestino impedindo-o de atravessar o fígado 
e através das veias hepáticas atingir a veia 
cava superior e o coração, impedindo-o de 
fazer a síntese das proteínas [2]. As 
manifestações clínicas das hepatopatias 
levam à falência hepática dramática e 
rapidamente progressiva. A cirrose 
contabiliza cerca de 26.000 mortes por ano 
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Esses dados só reforçam a necessidade de 
um diagnóstico precoce.[3] 
   A espectroscopia Raman, consiste em uma 
técnica de biópsia óptica e apresenta várias 
aplicabilidades, onde vem sendo amplamente 
utilizada para diagnósticos de câncer de 
mama, pulmão, bexiga, epiteliais, entre 
outros [7]. Visto que, a espectroscopia 
Raman investiga os constituintes moleculares 
e estruturais das amostras, esta técnica, 
permite detectar modificações bioquímicas 
na morfologia e arquitetura celular que 
ocorrem na presença de patologias. [4-6]. Já 
foram caracterizados hepatócitos normais e 
malígnos utilizando a microespectroscopia 
Raman, detectou-se a presença de 
proteínas, ácidos nucléicos e lipídeos, 
identificando diferenças espectrais referentes 
as intensidades. [8] 
    O tetracloreto de Carbono (CCl4) é uma 
potente droga hepatóxica que ocasiona dano 
hepático por intermédio de radicais livres 
formados durante a sua metabolização – o 
triclometil (CCl3) e o  triclorometilperoxil 
(OOCCl3) [9]. Desta forma causa 
hepatopatias secundárias, levando à 
processos inflamatórios provenientes de 
liberação de produto pela atividade das 
células de Kupffel, ocorrendo o  
desenvolvimento de necrose e divisão 
significativa do aumento do número de 
células ED1,ED2 e TNF-alfa. Estas causas 
associam-se ao  desenvolvimento de fibrose, 
levando a repetidos fenômenos 
necroinflamatórios no fígado. [8-12]  
    O objetivo deste trabalho foi a identificação 
de alterações hepáticas, in vitro , decorrentes 
da hepatopatia secundária, utilizando a 
técnica de  espectroscopia Raman dispersiva 
e por transformada de Fourier. 
 
Materiais e Métodos 
 
 Preparação das amostras  
 
    Utilizou-se 7 ratos machos da raça Wistar 
com peso aproximado de 250 g e 12 
semanas de vida, divididos em dois grupos ( 
cirróticos e normais). Para a obtenção do 
modelo experimental de hepatopatia, utilizou-
se o tetracloreto de carbono, onde calculou-
se a quantidade na proporção de 1ml/kg de 
peso [18].Para o protocolo de indução, 
aplicou-se, via intramuscular, 0,4 ml de 
anestésico, Zoletil 50 (VIRBAC), no membro 
posterior de 5 animais (grupo cirrótico). Após 

esta etapa, injetou-se via intraperitonial, 
0,15ml de tetracloreto de carbono. Após 24 
horas os animais foram anestesiados e 
sacrificados com injeção intracardíaca Hipnol 
(0,4ml). Para a preparação das amostras, 
foram retirados aproximadamente 1 cm

2
 do 

tecido hepático. Para o grupo controle 
utilizou-se 2 animais (normais).  

 
 Instrumentação Raman  
 
Raman dispersivo 785 nm  
 
    O experimento foi realizado com o sistema 
de Espectroscopia Raman, montado em uma 
mesa ótica no Laboratório de Espectroscopia 
Biomolecular do IP&D (Instituto de Pesquisa 
e Desenvolvimento) da Universidade do Vale 
do Paraíba.    Utiliza-se um laser de Argônio 
de 5W (Spectra Physics Modelo 2017-514,5 
nm) para bombear um laser de estado sólido 
de Ti: Safira (Spectra Physics Modelo 
3900S), sintonizado no comprimento de onda 
de 785nm na região do infravermelho 
próximo. Ajustou-se o equipamento a uma 
potência de saída do laser a 60 mW (Argônio 
514 nm), onde conseguiu-se uma potência 
de 35 mW no porta amostra. Utilizou-se, 
como parâmetros de coleta,  o tempo de 
exposição de 7 segundos, integrado a 30 
acumulações consecutivas, totalizando 210 
segundos de exposição da amostra ao laser. 
Como os espectros coletados se 
apresentaram em Pixels, formato não 
utilizado para análise, necessitou-se fazer a 
transformação de Pixels para Deslocamento 
Raman. [13] 

 
FT-Raman 1064 nm  
 
    Utilizou-se o espectrômetro FT- Raman 
(BRUKER RFS/100), encontrado no Instituto 
de Pesquisa e Desenvolvimento da 
Universidade do Vale do Paraíba, no 
Laboratório 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 utilização de 
comprimentos de ondas maiores elimina-se a 
fluorescência presente em amostras 
biológicas. 
    Para a coleta dos espectros, as amostras 
foram posicionadas no porta amostra e o 
laser foi ajustado a uma potência de 100 mw 
de saída, 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 
necessários fazer a retirada da banda de 
fluorescência, presente em tecidos biológicos 
(figura 2). Para o tratamento utilizou-se linha 
de correção (baseline correction) e filtro de 
grau 3 (smotting filter), utilizando o programa 
Origin 5.0. Para a análise dos espectros 
coletados pelo sistema FT-Raman não foram 
necessários tratamentos. Para as análises 
espectrais foram coletados dois espectros 
por amostra totalizando 10 espectros 
cirróticos e quatro espectros normais. Para a 
demonstração dos resultados foram 
calculadas as médias dos espectros. 
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Figura 2 – Espectro original cirrótico obtido pelo sistema 
Raman dispersivo (785 nm). 

Discussões 
 
    Para as discussões dos resultados serão 
apresentados os espectros, de tecidos 
cirróticos e normais, já 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 
hepático Normal e Cirrótico, coletados pelo sistema FT-
Raman. 
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Figura 10 – Espectros Raman de cirrose hepática 
coletada pelo sistema Raman dispersivo. 

 
    A tabela 1 mostra os principais 
deslocamentos Raman referentes a 
compostos moleculares que sofreram 
alterações na região de interesse biológico.  
 
Tabela 1 – Compostos moleculares com alteração 
em tecidos hepáticos normais e cirróticos. 

Composto 
Molecular 

Posição (cm
-1

) 

Fenilalanina 1003 
Resíduos de 
Fenilalanina 

 
1040 

DNA 1083 
Lipídeos e Proteína 1122 

Amida III 1200-1350 
Triptofano 1548 
Proteína 1600-1700 

 
    Comparando os espectros dos tecidos 
hepáticos normais e cirróticos, nota-se 
diferenças quanto às intensidades de 
compostos moleculares, como, proteínas, 
ácidos nucléicos, lipídeos e aminoácidos. O 
deslocamento Raman referente a posição de 
1083 cm

-1
, está relacionado ao índice relativo 

de DNA. O aumento de intensidade relativo a 
esta faixa indica um aumento na massa de 
ácidos nucléicos, característicos de células 
neoplásicas. A perda da intensidade e 
ausência dos deslocamentos Raman, 
encontrados na região de Amida III (1200-
1350 cm

-1
) e proteínas (1600-1700 cm

-1
), no 

espectro das amostras cirróticas, indicaria 
uma mudança na estrutura secundária da 
proteína ou da desordem do tecido devido a 
hepatopatia aguda [8]. As diferenças entre as 
intensidades dos aminoácidos, podem estar 
relacionados as diferenças do metabolismo, 
já que uma das causas desta patologia está 
relacionada a atividade enzimática. Quanto 
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as diferenças espectrais referentes aos 
sistemas Raman, podemos observar quando 
as amostras são excitadas no sistema 
Raman dispersivo (785 nm) apresentam-se 
espectros mais ruidosos, devido a maior 
absorção do tecido, se comparado ao 
sistema FT-Raman (1064 nm). Este efeito 
está relacionado ao comprimento de onda de 
excitação, inversamente proporcional a 
energia que excita as moléculas. Para 
amostras biológicas prefere-se utilizar 
comprimentos de onda maiores, pois desta 
forma diminuem as bandas de fluorescência, 
muita presentes em tecidos biológicos. 
 
Conclusão 
 
    Com os resultados obtidos podemos 
concluir que o tetracloreto de carbono produz 
alterações fibróticas e necroinflamatórias no 
tecido hepático, e que a espectroscopia 
Raman se torna uma importante técnica de 
biópsia óptica, sendo capaz de identificar 
alterações estruturais e metabólicas 
decorrentes do processo agudo de cirrose 
hepática. Como trabalhos futuros as 
amostras coletadas serão enviadas para uma 
análise histológica e histopatológica para 
uma análise mais precisa das alterações. No 
futuro, pretende-se estudar a diferenciação 
entre cirrose, e câncer, pois a diferenças 
macroscópicas entre as duas disfunções se 
tornam muito semelhantes, onde desta forma 
poderia evitar cirurgias desnecessárias.  
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