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Resumo- O hepatocarcinoma surge do processo de destruicdo e multiplicacdo de células do figado.
Quando encontrado na fase inicial, ha uma sobrevida de oito meses e no estagio mais avancado, a previsao
média é de trés meses de vida. Desta forma é clara a necessidade de um diagndstico precoce do
hepatocarcinoma, quando este ainda tem boas opc¢fes de tratamento e chance de cura. A espectroscopia
Raman consiste em uma técnica de bidpsia Optica, sendo amplamente utilizada para diagnésticos de
patologias. O objetivo deste trabalho foi identificacdo de alteracdes hepaticas, in vitro, utilizando a técnica
de espectroscopia FT-Raman. Foram utilizadas trés amostras (normal e leiomiosarcoma) obtidas do
Hospital Pio XIl e coletados um total de 15 espectros pelo sistema FT-Raman (1064 nm). Notou-se
diferencas entre os dois tipos de tecidos quanto as intensidades de compostos moleculares, como,
proteinas, acidos nucléicos, lipideos e aminoacidos (1272, 1321, 1030, 1083, 1660 cm™). A técnica de
biopsia optica de espectroscopia Raman pode ser aplicada para a identificacdo de alteragbes a nivel

biomolecular decorrentes de hepatocarcinomas.
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Introducao

As principais fungdes basicas do figado sédo o
metabolismo, vascularizacdo para armazenamento
e filtracho do sangue, funcbes secretoras e
excretoras, ambos responsaveis pela formacéo da
bile que flui pelos ductos biliares para o tubo
digestivo. O figado funciona em muitas atividades
que ndo estdo diretamente relacionadas como
processo de digestdo. Entre elas estdo a producdo
e destruicdo de eritrocitos a partir da fase
embrionéria, removendo bactérias, através de
células de Kupffer. Este o6rgdo também é
responsavel pela sintetizagdo da protombina,
fibrinogénio e outros fatores necessarios para a
coagulacéo do sangue [1].

O hepatocarcinoma surge do processo de
destruicdo e multiplicacdo de células. Sendo um
tumor altamente maligno, que dobra o seu volume
a cada 180 dias em média. Quando encontrado na
fase inicial, d4 aos pacientes apenas oito meses
de vida, e quando, no estagio mais avancado, a
previsdo média é de trés meses de vida apds o
diagnéstico. Dai a necessidade do diagndstico

precoce do hepatocarcinoma, quando este ainda
tem boas opcdes de tratamento e chance de cura.
Quando diagnosticado precocemente, apesar de
ser muito agressivo, o transplante do figado, onde
0 6rgao doente é substituido por outro sadio é o
melhor tratamento. Outra opgdo é a hepatectomia,
cirurgia onde é retirada a por¢édo do figado onde
esta localizado o tumor[2].

A espectroscopia Raman consiste em uma
técnica de bidpsia Optica e apresenta varias
aplicabilidades, onde vem sendo amplamente
utilizada para diagnésticos de cancer de mama,
pulméo, figado, bexiga, epiteliais, entre outros[3-
7]. Ja foram caracterizados hepatécitos normais e
malignos utilizando a microespectroscopia Raman,
detectou-se a presenca de proteinas, acidos
nucléicos e lipideos, identificando diferengas
espectrais referentes as intensidades [2]. Visto que
a espectroscopia Raman investiga os constituintes
moleculares e estruturais das amostras, esta
técnica, permite detectar modificac6es bioquimicas
na morfologia e arquitetura celular que ocorrem na
presenca de patologias [8-9].
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O objetivo deste trabalho foi identificar
alteragbes hepaticas, in vitro, decorrentes de
modifica¢gdes moleculares, utilizando a técnica de
espectroscopia Raman por transformada de
Fourier.

Materiais e Métodos
Preparacdo das amostras

As amostras de tecido hepéatico normal e
tumoral (leiomiosarcoma primario do figado) foram
fornecidas pelo Hospital Pio XIl de Séo Jose dos
Campos pelo Dr. Eduardo de Sousa Fernandes
Martins. O tecido hepatico utilizado foi decorrente
de uma cirurgia de uma paciente de 58 anos e 75
quilogramas e foi retirado 80% do mesmo e
aproximadamente 1 quilograma. Utilizou-se uma
mostra normal (controle) e duas amostras de
tecido hepatico patolégico. As amostras foram
coletadas e colocadas em Nalgene e armazenada
em nitrogénio liquido (- 193 °C).

Para a realizacdo do experimento as amostras
foram descongeladas a temperatura ambiente e
mantidas hidratadas em solugéo fisioldgica 0,9%.

Instrumentagdo Raman (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 utilizacdo de
comprimentos de onda maiores elimina-se a
fluorescéncia presente em amostras bioldgicas.

Para a coleta dos espectros, as amostras
foram posicionadas no porta amostra e o ajustado
a uma poténcia de 300 mW de saida, registrando
210 mW na amostra. Utilizou-se 300 scans e
resolucdo de 4 cm™ . Foram coletados cinco
espectros por amostra em diferentes pontos,
totalizando cinco espectros normais e 10 com
tumor (leiomiosarcoma primario do figado).

Resultados

Para a andlise dos resultados foi realizada a
média aritmética dos espectros coletados e
identificados os principais modos vibracionais
presentes na regido de 800 a 1800 cm™ (Figura 1).
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Figura 1. Espectro Raman de tecido hepético normal
identificando os principais modos vibracionais.

A tabela 1 mostra os principais compostos
moleculares identificados no espectro.

Tabela 1- Principais modos vibracionais
relacionados a seus compostos moleculares[7-9].

Banda P(ocsni]glz“;o Composto Molecular
a 860 Prolina e Valina
b 1004 Fenilalanina
c 1030 Fosfolipideos
d 1083 DNA
e 1122 Lipideos e Proteinas
f 1272 Amida Il
g 1321 Lipideos
h 1452 Lipideos e Proteinas
i 1660 Amida |

Na figura 2 estdo presentes a média dos
espectros normais e tumorais com suas
respectivas diferencas.
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Figura 2. Media dos espectros Raman de tecido
hepatico normal e tumoral.

Discussodes

Comparando os espectros dos tecidos
hepéticos normais e tumorais, nota-se diferengas
gquanto as intensidades de  compostos
moleculares, como, proteinas, acidos nucléicos,
lipideos e amino4cidos. O deslocamento Raman
referente a posicéo de 1083 cm™, esta relacionado
ao indice de DNA. O aumento de intensidade
relativo indica um aumento na massa de lipideos e
proteinas (1272 e 1321 cm™), aos fosfolipideos e
DNA (1030 e 1083 cm™) e também na regido
correspondente  a amida | (1660 cm™),
caracteristicas de células neoplasicas. No
espectro das amostras tumorais, indica uma
mudanca na estrutura secundaria da proteina ou
da desordem do tecido devido ao
hepatocarcinoma (Leiomiosarcoma priméario do
figado)[4].

Concluséo

Com o resultados preliminares obtidos
podemos inferir que a técnica de bidpsia éptica de
espectroscopia Raman poderia ser aplicada para a
identificacdo de alteragGes a nivel biomolecular
decorrentes de  hepatocarcinomas. Como
trabalhos futuros serd@o obtidas um maior nimero
de amostras e espectros para a realizacdo de um
banco de dados e analises estatisticas para a
possivel aplicagdo desta técnica para o
diagnéstico de hepatocarcinomas.
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