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Resumo - A estenose da valva adrtica tem sido considerada consequéncia de um processo inflamatério
cronico ativo, com alterac6es histologicas valvares muito semelhantes as encontradas nas placas
ateroscleroticas. A espectroscopia Raman de placas ateroscleréticas tem apresentado resultados
promissores na identificagdo/diferenciacdo de tecido calcificado, tecido aterosclerético ndo calcificado e
tecido normal em artérias humanas, além de permitir um diagnéstico minimamente invasivo com a utilizagdo
de cateter de fibra éptica. Entretanto, até o momento, ndo foram encontrados estudos relacionados com a
estenose valvar pela mesma técnica. Nesse sentido, o presente trabalho apresenta a espectroscopia de
valva aodrtica (ex-vivo) obtida com e sem a utilizagdo de um cateter especificamente desenvolvido para
aplicacbes diagndsticas com Raman. Pode-se concluir, pelos resultados obtidos, que a utilizacdo do cateter
para obtencdo dos espectros Raman permite uma adequada andlise dos componentes presentes na
amostra e que, a presencga desses componentes sugere uma similaridade nos processos de calcificacdo da
valva adrtica e de formacéo da placa aterosclerotica.
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Introducao

No Brasil, a causa mais comum da estenose da
valva aértica adquirida é a febre reumatica. Ela é
uma sequela da valvulite reumatica, que ocasiona
espessamento e retracdo das valvulas
semilunares e fusdo das comissuras (HIGUCHI et
al., 2003). Esse espessamento é ocasionado por
degeneracdo das fibras de colageno, aumento da
elastina e alteragbes nos proteoglicanos
(McDONALD et al.,, 2002). Desenvolvem-se,
também, noédulos calcificados, e o orificio é
reduzido a uma pequena abertura, tornando a
valva regurgitante e estendtica ao mesmo tempo
(DARE et al., 1993). A estenose da valva adrtica
ndo-reumatica, também ¢é caracterizada pelo
acumulo de massas fibrocalcificadas irregulares
sobre a face adrtica, na por¢do das lacineas, que
nao se coapta (HIGUCHI et al., 2003). A estenose
da valva aodrtica tem sido considerada
consequéncia de um processo inflamatério cronico
ativo, com alteracdes histologicas valvares muito
semelhan-tes as encontradas nas placas
ateroscleréticas (OTTO et al., 1994).

Na atualidade, uma das aplicagcbes mais
avancadas da espectroscopia Raman é o estudo
da aterosclerose vascular (NOGUEIRA et al.,
2005; SILVEIRA JR et al., 2003). Essa técnica
apresenta um grande potencial para andlise
bioguimica macroscépica ou microscépica do
tecido biolégico. E pode ser desenvolvida in vivo,

utiizando a tecnologia de fibras
(BUSCHMAN et al., 2001b).

Embora muitos estudos tenham sido realizados
na avaliacdo de artérias, nada foi encontrado, até
0 momento, sobre a andlise de valvas cardiacas
com espectroscopia Raman. Nesse sentido, o
presente trabalho apresenta a espectroscopia de
valva adrtica calcificada (ex-vivo) obtida com e
sem a utilizacdo de um cateter especificamente
desenvolvido para aplicacdes diagndsticas com
Raman (DE LIMA et al., 2000).

oOpticas

Materiais e Métodos

A amostra analisada apresenta seus folhetos
fundidos por calcificacdo e foi obtida de paciente
submetido & substituicdo da valva natural por uma
prétese. A fim de definir as regides para realizacéo
das medidas, a amostra foi fotografada sobre um
plano quadriculado. Quatro regides foram
selecionadas por uma andlise visual da presencga
de calcificacdo. Sendo a calcificagdo nas regides 1
e 2 mais proeminente do que nas regides 3 e 4.

O sistema de espectroscopia Raman €
composto por um laser de Ti:safira (Spectra
Physics, modelo 3900S) bombeado por um laser
de Argbnio (Spectra Physics, modelo Stabilite
2017) que, por meio de um conjunto de aparatos
Opticos, prové um feixe laser de 785 nm. Quando
acoplado ao cateter de fibras Opticas 6 em torno
de 1, Figura 1, a amostra é irradiada com 60 mW.
Entretanto, quando a irradiacdo € direta, Figura 2,
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a amostra recebe 130 mW. Para todos os pontos
observados, o sinal foi coletado por um tempo total
de 60s em 3 aquisicdes de 20s cada.

Filtro Hologréfico

Resultados

A Figura 3 apresenta os espectros obtidos, com
e sem o cateter, para as regides selecionadas, 1 e
2, regides onde a calcificacdo é mais proeminente.

|EF'amBamden “;::g'rra | | Argon ion laser A Figura 4 apresenta os espectros Raman
_ T | 1 1 obtidos para as regides 3 e 4 com e sem o cateter.
Lank Em todos os gréaficos sdo apontadas as bandas
espectrais mais evidentes.
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Em seguida, os espectros Raman séo g 8000 5 3
processados para eliminar o sinal de background, B/ p 2 3
ou fluorescéncia da amostra. Para este T 6000+ T8 T 3
procedimento utiliza-se um filtro digital passa-alta, 3 4000 - ~; semcatelar
com o auxilio do software Matlab® (THE =
MATHWORKS). Este filtro foi montado através de g 20004
uma interpolacdo polinomial de ordem 6 e 7, -
. A o0 com cateer
dependendo do perfil da fluorescéncia.
O sinal também é processado por um filtro FFT, 00 #4006 4%00 1406 «eoo:  38co
a cada 5 pontos, utilizando o software ORIGIN 6.0, Deslocamento Raman (¢cm ™)
a fim de suavizar as curvas obtidas e remover
sinais de alta frequiéncia.
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Figura 4 — Espectros Raman, obtidos com e sem
cateter, para as regioes 3 e 4.

Discussao

A valva aortica possui uma estrutura
viscoelastica exibindo um complexo comporta-
mento anisotrépico que ndo pode ser explicado
simplesmente devido ao colageno. A longevidade
dessa estrutura depende da interagcdo dos seus
constituintes na matriz extracelular como o
colageno, a elastina e os proteoglicanos (SCOTT
& VESELY, 1996). As cuspides valvares contém
cerca de 50% de colageno (principalmente tipo |,
mas também tipo 1) e apenas 13% de elastina do
seu peso seco (BASHEY et al., 1967).

A andlise comparativa entre as valvas adrticas
e as artérias coronarias, do ponto de vista tecidual
e celular, demonstra que poucas células
musculares lisas estdo presentes nos folhetos
valvares. Além disso, o grau de calcificacdo é
maior na valva aértica que na parede coronaria. Ja
nas fases iniciais da doenca de estenose valvar,
pequenas areas de inflamacao e infiltragao lipidica
sdo interpostas com éareas de folheto valvar
normal. Tardiamente, as &reas anormais tornam-
se confluentes com calcificagdo proeminente e
fiborose aumentada, resultando em enrijecimento
das valvas e obstrucdo do efluxo ventricular
esquerdo (HIGUCHI et al., 2003).

Baseado nesses fatores patogénicos e reacdes
teciduais comuns entre a estenose de valva
aortica e a doenca coronaria, os resultados aqui
apresentados sdo discutidos a luz dos obtidos
para aterosclerose, por BUSCHMAN et al. (2001a
e 2001b).

As bandas em 958, 1070 e 1439 cm™
correspondem a hidroxiapatita de célcio, ao
carbonato de calcio e a mineralizacdo de calcio
respectivamente (BUSCHMAN et al., 2001b),
presente em todos o0s quatro pontos,
marcadamente visiveis nos espectros obtidos com
cateter.

As bandas em 1260, 1343 e 1645 cm™ séo
devidas as proteinas presentes nas fibras

colagenas, lamina elastica e células de musculo
liso (BUSCHMAN et al., 2001b).

A banda em 1551 cm™ aparece devido a uma
substancia lipofilica, que, no caso das placas
ateroscleréticas néo calcificadas € o p-caroteno,
(BUSCHMAN et al., 2001a).

O aparecimento de todas essas bandas nas
quatro regifes analisadas, corrobora com a
andlise de HIGUCHI et al. (2003), a qual sugere
gue a estenose da valva adrtica é resultado de um
distarbio inflamatério ativo, com sucessivas
camadas de progressdo, com  algumas
similaridades com a aterosclerose.

As diferencas mais notaveis entre 0s espectros
obtidos com e sem cateter, ocorrem para as
regides 3 e 4, Figura 4, onde os espectros obtidos
sem cateter apresentam uma relagdo sinal/ruido
muito baixa, dificultando a identificacdo das
bandas em 1343, 1551 e 1645 cm™. Em
contrapartida, os espectros obtidos sem cateter
para as regides 1 e 2, Figura 3, onde a
calcificagdo é mais proeminente, apresentam boa
relacdo sinal/ruido permitindo a identificagdo clara
destas bandas.

Por outro lado, os espectros obtidos com o
cateter apresentam uma Otima relacéo sinal/ruido
e permitem a perfeita identificacdo de
praticamente todas as bandas, ficando prejudicada
apenas a identificacéo da banda em 1260 cm™.

Concluséao

Pelos resultados apresentados pode-se
concluir que a utilizacdo do cateter para obtengéo
dos espectros Raman permite uma adequada
andlise dos componentes presentes na amostra.
Por outro lado, os resultados também sugerem
gue h& uma similaridade nos processos de
calcificagdo da valva aodrtica e de formacao da
placa aterosclerética.

Trabalhos futuros, com apoio de resultados
histoldgicos, poderdo ratificar os resultados aqui
apresentados, bem como evidenciar que a
utilizacdo de cateter & plenamente viavel no
diagnéstico da estenose valvar.
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