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Introducere

Tehnicile utilizate, spectroscopia Raman si IR, impreuna cu tehnici derivate (micro-
Raman, confocal-Raman, surface enhanced Raman (SERS), Raman rezonant (RR), sau
combinate (SERRS), combinate cu spectroscopia de absorbtie IR, ofera informatii valoroase
despre structura, proprietatile, dinamica, identitatea anumitor specii moleculare in diferite
medii biologice precum si disponibilitatea acestora de a interactiona cu alte specii sau de a fi
absorbite pe nanostructuri de metal nobil.

Tehnicile spectrale vibrationale oferda o serie de avantaje in contextul cercetdrii
instrumente foarte rapide, neinvazive si convenabile ca pret, pentru o diagnosticare precoce a
boli, deoarece prepararea probelor si masuratorile sunt foarte simple, iar timpul de achizitie
este foarte scurt.

Lucrarea actuala abordeaza studii experimentale originale asupra unor structuri
moleculare utilizate in formularea farmaceutica (paracetamol-comercial) si respectiv al unor
sisteme biologice complexe (tesuturi de colon uman) cu ajutorul tehnicilor spectroscopice
vibrationale. Sunt analizate cateva specii moleculare cu efecte antipiretice si analgezice in
diferite formulari farmaceutice pentru a testa potentialul tehnicilor in monitorizarea si detectia
acestor specii in conditii fiziologice.

Activitatea biologica si proprietatile farmaceutice ale medicamentelor depind puternic
de structura lor. Tn urma experimentelor efectuate s-a constatat ci paracetamolul luat in
supradoza, poate cauza necroza hepatica atat la oameni cat si la animalele folosite in cadrul
unor experimente [1, 2]. Alcoolul constituie o premisa favorabila pentru distrugerea ficatului,
distrugere cauzata si de doze terapeutice mari de paracetamol [3]. Din cauza acestor efecte
secundare toxice, paracetamolul a fost subiectul multor studii toxicologice [4, 5]. Tn contrast
Cu aspirina, paracetamolul se crede ca actioneaza in mod aproape exclusiv asupra sistemului
nervos central, cu efecte periferice scazute.

Pornind de la ideea cd evolutia bolilor este insotitd de modificari in ceea ce priveste
chimia/biochimia celulelor, tesuturilor, organelor sau fluidelor corpurilor, spectroscopia
vibrationald ar putea fi cea mai potrivita metodd conventionala pentru detectia ultrasenzitivad a
acestor schimbari, care ar trebui detectate Tnainte ca manisfestarile morfologice si sistemice sa
permitd diagnosticarea clinica prin metode conventionale. De exemplu, cancerul de colon,
care face subiectul acestei lucrari, se depisteaza pe baza tehnici imagistice anatomice, precum

endoscopia, tehnica ultrasenzitivd, urmate de examindri histopatologice ale biopsiei.



Aceste metode conventionale de diagnosticare se aplicd adesea dupd ani de zile de la faza
incipienta a bolii, ceea ce genereaza o intarziere nerecuperabild in aplicarea unui tratament
eficace. Daca este detectatd in stadiu incipient aceastd boald este una dintre cele mai usor
vindecabile forme de cancer cu o ratd de supravietuire de 90%, de aceea depistarea in faza

incipienta si supunerea la o schema de tratament adecvat, ar salva multe vieti.

Capitolul 2. Studii Raman si SERS asupra moleculei de Paracetamol

2. 1. Caracterizarea fizico-chimica si diferentierea speciilor de paracetamol (sinus

si normal)

Structura moleculara a paracetamolului (CgHgNO,) este prezentata in Fig. 2.1, acesta
fiind indicat pentru scaderea nivelului durerii de la mediu pana la moderat, pentru reducerea
febrei, fiind o componenta importantda a nenumarator analgezice pentru tratarea racelilor si
gripei.
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Fig. 2.1. Structura moleculara a paracetamolului.

3

Este cunoscut faptul ca alcoolul constituie o premisa favorabila pentru distrugerea
ficatului, distrugere cauzata si de doze terapeutice mari de paracetamol [6]. Din cauza acestor
efecte secundare toxice, paracetamolul a fost subiectul multor studii toxicologice [7, 8].

Studiile anterioare arata ca folosirea pe termen lung, chiar zilnica a paracetamolului,
este independent asociatd cu un risc crescut de boli renale [9] si provoaca o inhibitie specifica
imediata si ridicata a sintetizarii DNA-ului replicativ [10].

Paracetamolul poate cristaliza in trei forme polimorfice diferite cunoscute ca forma I,
IT si I1I [11-16]. Forma monoclinica (forma I) este forma comerciala obignuita [17, 18], forma
Il a fost identificata prin recristalizare dintr-o solutie etanolica si corespunde unei forme
ortorombice [19] si forma III a fost mentionata ca fiind o forma foarte instabila, care nu poate
fi studiatd tocmai din cauza acestei instabilitati. Polimorfii metastabili ai paracetamolului sunt
de un interes industrial special deoarece forma I comerciala necesitd conectori pentru

formarea tabletei [20, 21]. Forma I a paracetamolului este stabila la temperatura si presiune



ambiantda [22, 23], in timp ce forma ortorombica a paracetamolului este potrivitd pentru
compresia directd a tabletelor si poate fi intrucatva mai mult solubild, dar a fost cristalizata
doar in cantitati extrem de mici si singura forma disponibila din punct de vedere comercial
este forma monoclinica a paracetamolului, modificarea cea mai stabila din punct de vedere
termodinamic[24-26].

Numeroase studii IR [27-31] si Raman [32, 33] au fost deja inregistrate pentru a
caracteriza si identifica cele trei forme metastabile ale paracetamolului, tranzitiile dintre
acestea si comparatia dintre tablete si solutii [34].

Lucrarea de fata, propune caracterizarea vibrationald Raman a doua tablete diferite de
paracetamol (normal si sinus), pentru a distinge modul de actiune variat cu privire la valorile
pH-ului, maniera de adsorbtie pe suprafetele metalice de argint, de a verifica posibilitatea de

monitorizare a ambelor specii farmaceutice folosind spectroscopia SERS.

2. 2. Prepararea experimentali a solutiilor si suprafetelor

Doua tipuri comerciale de paracetamol tablete (Europharm), simplu si sinus
(continutul de substanta activa de 500 mg), au fost folosite in acest studiu fara purificari
suplimentare. Solutiile de paracetamol au fost preparate prin dizolvarea tabletelor in apa
distilata la temperatura camerei.

Filmele insulare de Ag folosite ca substraturi SERS in masuratorile, au fost preparate
prin evaporare termica si prezinta rugozitati de 1.9 si 2.9 A [35]. Pentru prepararea probei
SERS, am aplicat o0 picatura de solutie de paracetamol pe suprafata unui film si am lasat-o sa
se usuce pentru citeva minute. In momentul in care picitura s-a uscat, am putut focaliza
spotul laserului in aceasta pozitie.

Spectrele FT-Raman au fost obtinute cu ajutorul spectrometrul Equinox 55, ce are
integrat un modul Raman (Bruker (D) FRA-106/S) si o rezolutie de 2 cm™. Radiatia de
1064 nm a unui Nd-YAG laser, cu o putere de 390 mW au fost folosite pentru excitatie. A
fost folosit un detector de Ge care opereaza la temperatura azotului lichid. Numarul scanarilor
a fost de 200.

Spectrele Raman si SERS pe un film insular de Ag, au fost inregistrate cu ajutorul
unui microspectrometru (Horiba-Jobin-Yvon, model LabRam) folosind linia de excitare de
514.5 nm a unui un laser cu ion de argon (Spectra Physics, model 2016). Spectrele au fost
achizitionate Tn geometria de imprastiere la 180° folosind un microscop echipat cu obiectiv de
50x de tip Olympus LMPIlanFL, cu o rezolutie spectrala de 5 cm™. Detectarea semnalului
Raman a fost posibila cu ajutorul unei camere CCD Peltier. Puterea laserului variaza de la 100

la 200 MW si este indicata ca subtitlu la fiecare figura.



2. 3. Spectrele Raman ale paracetamolului Tn diferite formulari farmaceutice

Forma comerciald a medicamentului paracetamol, simplu/normal si sinus, a fost
investigata prin intermediul spectroscopiei Raman pentru a evidentia prezenta formelor
monoclinica si orthorhombica in stare solida, in stare apoasa/lichida, si pe suprafata de sticla
dupa recristalizare.

Modurile de vibratie fundamentale din spectrele FT-Raman si micro-Raman,
reprezentate n Fig. 2.2 au fost analizate prin compararea acestor moduri vibrationale cu ale
celor din literatura de specialitate [36-43], spectrele prezentand in general aceeasi pozitie a

benzilor si aceleasi intensitati relative.
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Fig. 2.2. Spectrele FT-Raman (a) si micro-Raman (b,c) ale tabletelor de paracetamol normal
(a,b) si sinus (c). Excitare: 1064 nm, 390 mW (a); 514.5 nm, 100 mW (b, c).

Peak-urile de la 1562 si 1510 cm™ au fost atribuite stretching-ului C-N de la gruparea
Amida I, in timp ce benzile de la 1612 si 1441 cm™ au fost atribuite intinderii asimentrice
C-C. Aceste frecvente impreund cu atribuirile lor sunt specifice formei monoclinice | a
paracetamolului [44]. Pentru aceastd forma, existd niste peak-uri specifice prezente la 1231,
794 si 708 cm™, peak-uri ce corespund intinderii fenil-N, deformarii in afara planului a
sistemului aromatic p-substituit $i modurilor de deformare in afara planului ale CN-H si fenil
[45, 46].

Alte frecvente caracteristice ale formei I a paracetamolului, care pot fi observate in

spectrele FT si micro-Raman, in stare solida, sunt: banda de intensitate medie de la 1272 cm™,



care a fost atribuita deformarii C-O [47] si peakul de intensitate mic-mijlocie de la 463 cm™
care poate fi asociat cu bending-ul de schelet [45].

Forma | a paracetamolului prezintd benzi Raman la 1272, 1231, 708, 463 si 213 cm™,
benzi care nu sunt prezente in spectrul formei Il. Pe de alta parte, spectrul formei Il ar putea
avea benzi la 1185, 454, 20lcm ', care nu sunt prezente in spectrul formei I.
Forma monoclinica exista atdt Tn tabletele de paracetamolul simplu, cat si in cele de
paracetamol sinus.

Dizolvand o tableta a fiecarui tip de paracetamol Tn 10 ml de apa distilata si dupa ce o
picatura din acea de solufie a fost ldsatd la uscat pe o lama de sticla, paracetamolul
recristalizeazd si spectrele Raman al ambelor forme de paracetamol arata pufin diferit
(Fig. 2.3a,b). Peak-ul de intensitate medie detectat la 3324 cm™ in spectrul paracetamolului in
stare solida, este regasit la 3325 cm™ n spectrele Raman ale paracetamolului normal dupa
recristalizat, iar la 3323 cm™ pentru paracetamolul sinus.

In acelasi caz, benzile de la 1559, 1099, 725 si 622 cm™ (Fig. 2.3a) sunt specifice
formei ortorombic a paracetamolului, pe cand peak-urile de la 1562, 1101, 730 si 623 cm™
(Fig. 2.3b) sunt specifice formei monoclinice a paracetamolului [46]. Aceste benzi ale
spectrului sunt, asa cum am discutat mai sus, atribuite formei monoclinice a paracetamolului.
In acest caz, putem presupune ci dupi recristalizare, paracetamolul normal include un
amestec intre formele monoclinice si ortorombice.

Analizand spectrele Raman ale paracetamolului normal si sinus de pe suprafetele de
sticla dupa recristalizare (Fig. 2.3), se poate observa intensificarea anumitor benzi in
comparatie cu spectrele Raman ale tabletelor, unde semnalul Raman pare a fi asemanator
pentru ambele tipuri de paracetamol.

Intensitatea benzii de la 2883 cm™ pentru paracetamol sinus, (Fig. 2.3b) se poate
datora prezentei de celuloza, lactoza, talc, acid stearic si stearat de magneziu, care de obicei
au benzi foarte intense n intervalul 2870-2895 cm™ [48-55].

In acelasi spectru, peak-urile de la 708 si 388 cm™ (Fig. 2.3b) cresc in intensitate
relativa in comparatie cu aceleasi benzi din spectrul paracetamolului simplu (Fig. 2.3a) si cu

spectrele tabletelor (Fig. 2.2).
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Fig. 2.3. Spectrele micro-Raman ale paracetamolului recristalizat normal (a) si sinus (b).
Excitare: 514.5 nm (a,b), 200 mW (a,b).

Aceasta crestere poate fi produsa de lactoza, care prezintd benzi intense in regiunile
spectrale 864-698 cm™ si 357-377 cm™, datoritd celulozei care produce aparitia de benzi
substantiale in jur de 382 cm™, si datoritd amidonului de porumb, care produce o bandi

intensa langa pozitia de 360 cm™ [56-60].
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Fig. 2.4. Spectrele Raman ale solutiilor de paracetamol (3.3x10™ M) normal (a) si sinus (b).
Excitare: 514.5 nm (a,b), 200 mW (a,b).

Dependenta de pH a spectrelor Raman ale paracetamolului simplu si sinus in solutie

apoasd, In mediu acid si bazic sunt prezentate in Figs. 2.5, 6 si 7, 8.



Tn spectrele Raman a solutiei paracetamolului normal cu valori bazice ale pH-ului
(Fig. 2.5), se observa o largire semnificativd a benzii de la 1619 cm™ impreuna cu cei doi
umeri invecinati, de la 1696 si 1660 cm™. Banda de la 1619 cm™, in pH bazic, este deplasata
spre rosu cu 12 cm™ (1606 cm™) si poate fi atribuita Tntinderii asimetrice de C=C aromatic si
intinderii de C-N (Fig. 2.5. pH13) umerii de la 1696 si 1660 cm™ atribuiti intinderii de CNH si
C=0 (amide 1) sunt deplasati catre rosu imediat cu cresterea valorii pH-ului (1689 si
1637 cm™, Fig. 2.5. pH 13).
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Fig. 2.5. Spectrele Raman ale unei solutii de 3.3x10™ M de paracetamol normal la diferite
valori bazice ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW.

Banda de intensitate mica de la 1568 cm™, care este 20 cm™ deplasata spre rosu la
pH bazic, poate fi produsa de ndoirea in plan a N-H-ului (amide II). Prin analogie cu
paracetamolul normal, Tn spectrul Raman al paracetamolului sinus la pH bazic (Fig. 2.6) pot fi
observate: o crestere semnificativa a intensSitatii relative si deplasate spre rosu cu 14 cem™ a
benzii de la 1614 cm™, care este atribuitd intinerii de C=C aromatic si de C-N (Fig. 2.6,
pH 13). Mai mult, banda intensa de la 1643 cm™, ce corespunde intinderii de C=0 (amide I),
descreste In intensitate relativa, devenind un umir incepand cu pH 10.5 si este 15 cm™
deplasata spre rosu; banda mic-mijlocie de la 1562 cm™ devine mai larga, este 22cm™
schimbata in rosu si se datoreaza indoirii in plan de N-H (amide I1) (Fig. 2.6, pH 13).

Pe deasupra, semnalul mediu de la 1432 cm™, ca o contributie a indoirii asimetrice a
CHs-ului si ntinderii de fenil in paracetamolul normal, devine mai larg si este 29 cm™
schimbat in albastru la pH bazic, in timp ce banda medie de la 1377 cm™ descreste usor in

intensitate relativa si este atribuita bending-ului simetric al de CHs.



Semnalul corespunzitor intinderii C-N (amide I11) (1328 cm™), descreste in intensitate
relativi, pe cand banda corespunzitoare intinderii de C-O si C-N (1282 cm™) creste in
intensitate relativa in mediu bazic (Fig. 2.5, pH 13).

Odata cu cresterea valorii bazice a pH-ului, pot fi observate, mai intai o largire si 0
deplasare spre rosu (20 cm™) a indoirii de la fenil-N (1236 cm™), in comparatie cu banda
adiacenta (1172 cm™) atribuita intinderii de fenil-N si COH, care raméane aproximativ
constanta in intensitate relativa in mediu bazic (Fig. 2.5) si este usor deplasata spre rosu
(5 cm™).

Comparativ cu paracetamolul normal, in spectrul Raman al paracetamolului sinus
(Fig. 2.6), peak-ul de intensitate mica de la 1447 cm™, cu aceeasi atributie ca in cazul
paracetamolului normal, pare sa creasca in intensitate relativa la pH 8 si apoi, incepand cu pH
9 devine mai larg si dispare la pH bazic. Urmitoarele doud benzi (1369 si 1323 cm™) in
spectrul Raman al paracetamolului sinus, care au fost atribuite la fel ca si in cazul
paracetamolului normal, descresc in intensitate relativa si se deplaseaza spre albastru.
Urmitorul peak de la 1275 cm™ este 5 cm™ deplasat spre albastru si creste in intensitate
relativa, Tntrucat semnalul de la 1233 cm™ devine mai larg, creste usor in intensitate relativa si
este 10 cm™ deplaseaza spre rosu (Fig. 2.6, pH 13). Benzile de la 865, 838, 798 cm™ in
spectrul Raman al paracetamolului normal (Fig. 2.5, ale pH 5 la 10) sunt usor scazut in
intensitate relativa, devin mai mici cu cresterea valorii pH si usor deplasate; ele au fost
atribuite deformarilor in plan C-C, indoirii C-H in afara planului si indoirii fenil-N.

Aceleasi benzi in spectrul Raman al paracetamolului sinus pot fi observate la 857, 831,
si 796 cm™ (Fig. 2.6), descresc in intensitate relativa, isi schimba forma si sunt usor deplasate
spre albastru.

Banda de la 574 cm™, ce corespunde deformarii n afara planului a fenil-N n
paracetamolul normal, este usor crescutd in intensitate relativa si 15 cm™ deplasata spre rosu
la pH bazic (Fig. 2.7, pH 13), pe cand in cazul paracetamolului sinus, banda analoaga de la
547 cm™ descreste in intensitate relativa si apoi dispare (Fig. 2.6, pH 9-13). Tn general, toate
benzile, datorita benzile datorate modurilor vibrationale ale C-N, N-H, fenil-N, COH si C=0
in paracetamol, devin mai mici si se deplaseaza spre rosu; acest lucru indica deprotonarea

paracetamolului la valori bazice ale pH-ului.
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Fig. 2.6. Spectrele Raman ale unei solutii de 3.3x10™ M de paracetamol sinus la diferite valori
bazice ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW.

Comparand Fig. 2.5 si Fig. 2.6, spectrele Raman ale paracetamolului normal in solutie,

raman neschimbate la valori ale pH-uluide la 5 la 3.
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Fig. 2.7. Spectrele Raman ale unei solutii de 3.3x10™ M de paracetamol normal la diferite
valori acide ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW.

Se poate observa ca deformarea fenil-N in afara planului (574 cm™) este reprezentata
de doua peak-uri la pH3 (572 si 549 cm™) (Fig. 2.7) si la pHO rdméne o singura banda, este

deplasata spre rosu cu 17 cm™ (557 cm™).
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Se poate concluziona astfel ca molecula de paracetamol normal este complet protonata
la valori mici ale pH-ului [62]. Luand in considerare schimbarea majora in forma benzilor
Raman atribuite gruparii fenil-N la valori acide ale pH-ului, rezulta ca protonarea cea mai
posibila este la gruparea NH [63].
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Fig. 2.8. Spectrele Raman ale unei solutii de 3.3x10™ M de paracetamol sinus la diferite valori
acide ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW.

Comparand Fig. 2.6 si Fig. 2.8, spectrele Raman ale paracetamolului sinus raméan
neschimbate intre pH 7 si 0, ceea ce demonstreaza ca la pH7 si neutru, paracetamolul sinus

existd in forma amfionica.

2. 4. Spectrele SERS ale paracetamolului pe filmele subtiri de Ag

Spectrele SERS ale paracetamolului normal si sinus (8x10? M), sunt prezentate in si
Fig. 2.9. si Fig. 2.10. in comparatie cu spectrele Raman ale solutiei (3.3x10™" M) la pH5,
respectiv7. Se pot observa diferente mari in pozitia benzilor si a intensitatii relative, permitand
presupunerea speciilor chemisorbite. Spectrele SERS au fost nregistrate pe doua tipuri de
filme insulare de Ag cu diferite rugozititi (2.9 si 1.9 A) [64]. Imaginile microscopice ale
solutiilor de paracetamol pe ambele tipuri de filme subtiri pot fi observate in Fig. 2.9, f. si
Fig. 2.10e, f.

Benzile medii observate in spectrele SERS ale paracetamolului normal la 1263 cm™ si
1233 cm™ (19 cm™ si 3 em™ deplasate spre rosu fata de spectrul Raman al solutiei) sunt
datorate modurilor de intindere a legaturilor C-N si fenil-N al gruparii amidei si prezinta

modificari in forma benzii.
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Fig. 2.9. Spectrul Raman al unei solutii de paracetamol normal de 3.3x10™ M (pH 5) (a),
spectrele SERS la o concentratie de 8x102 M a paracetamolului normal pe filme subtiri cu
rugozititi de 2.9 A (b) si 1.9 A (c) precum si orientarea propusd pe suprafata de Ag (d).
Excitare: 514.5 nm (a-c), 200 mW (a) and 50 mW (b,c). Imaginile microscopice ale
paracetamolului normal solutie (8)(10'2 M) dupa uscare pe filmele de Ag cu rugozitati de

29A (e)si1.9A ().

Tn cazul paracetamolului sinus Fig. 2.10, benzile medii observate in spectrele SERS la
1270 cm™ si 1233 em™ (5 cm™ §i 2 cm™ deplasate spre rosu fatd de spectrul Raman al
solutiei) au aceleasi atribuiri ca si paracetamolul normal si prezintd de asemenea modificari
ale formei. Benzile medii de la 1172 cm™ (pentru paracetamolul normal) si de la 1164 cm™
(pentru paracetamolul sinus) din spectrul Raman al solutiei, devin umeri in spectrele SERS si
sunt cu 11 cm™ si 1 cm™ deplasate spre rosu, fiind atribuite modurilor de indoire a legaturii
C-OH.

Semnalul mediu de la 1089 cm™ din spectrul Raman al solutiei de paracetamol normal
(Fig. 2.9) este despicat in spectrul SERS 1in trei picuri si un umar (1104, 1081, 1048 si
1022 Cm'l), care au fost atribuite modului de intindere a legaturii C-OH, modului de intindere
asimetrica a legaturii C-O-C, modului de indoire a legaturii CCC si respectiv modurilor de

indoire a legaturilor C-OH si fenil.
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Fig. 2.10. Spectrul Raman al unei solutii de 3.3x10™ M paracetamol sinus (pH 7) (a),
spectrele SERS la o concentratie de 8x107 a paracetamolului sinus pe filme subtiri cu
rugozititi de 2.9 A (b) si 1.9 A (c) precum si orientarea propusi pe suprafata de Ag (d).
Excitare: 514.5 nm (a-c), 200 mW (a) si 50 mW (b,c). Imaginile microscopice ale
paracetamolului sinus solutie (8){10'2 M) dupa uscare pe filmele de Ag cu rugozitati de 2.9 A

(e) and 1.9 A ().

In acest caz, conform regulilor de selectie de la suprafata [66], benzile amidelor I, 1T si
III se asteapta sa fie amplificate. O alta posibilitate de chemisorbtie a paracetamolului este
prin intermediul electronilor & ai inelului fenil. Conform regulilor de selectie electromagnetice
propuse de catre Creighton [65] si Moskovits si Suh [66], modul de intindere a legaturii C-H
ar trebui sa fie amplificat cand legatura C-H este perpendiculara pe planul suprafetei metalice,
in comparatie cu cazul in care legatura C-H se afla paralel pe suprafata.

Interactiunea azotului cu suprafata argintului este evidentiatd de amplificarea
vibratiilor gruparii amidice. Mai specific, benzile foarte intense din spectrele SERS de la
1454, 1372 si 1326 cm™ ale paracetamolului normal (Fig. 2.9a,b); de la 1454, 1371 si
1326 cm™ ale paracetamolului sinus (Fig. 2.10 a si b), deplasate spre rosu si respectiv spre
albastru, fata de spectrele Raman ale solutiei principale (Fig. 2.9c. si Fig. 2.10c), atribuite
modului de intindere simetricd a legaturii C=O (amida I), modurilor de intindere a legéturii
H3C-C=0 si de indoire simetricd a legaturii CH3 si modului de intindere a legaturii C-N
(amida III), sunt in marea majoritate datorate gruparii amidelor, demonstrand vecindtatea lui
apropiatd de suprafetele de Ag.

O orientare plana a inelului de fenil la suprafata metalului (Fig. 2.9f, Fig. 2.10f) este

sustinuta de banda intensa datorata electronilor n-Ag din legatura fenil, care poate fi detectata
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la 478 cm™ si 441 cm™ pentru paracetamolul normal si respectiv 476 cm™ si 440 cm™ pentru
paracetamolul sinus, considerand ambele filme de argint in stare bruta.

Orientarea plana a inelului de fenil este de asemenea sustinuta de cresterea importanta
a intensitatii relative a benzii de la 936 cm™ (in spectrele SERS atat ale paracetamolului
normal cat si al paracetamolului sinus, Fig. 2.9a,b si Fig. 2.10a,b), care se datoreaza
deformadrii in afara planului a legaturii C-H a inelului fenil, prin cresterea extremd a
intensitatii relative a benzilor de la 860 cm™ (spectrele SERS ale paracetamolului normal) si
858 cm™ (spectrele SERS ale paracetamolului sinus), care au fost atribuite deformarilor de
schelet (de bazd) in afara planului a legaturilor C-H si C-C.

Luand in considerare regulile de selectie de la suprafatda si datele prezentate in
literatura, se poate da o explicatie rezonabila asupra structurilor adsorbite pe suprafetele
metalice de Ag, din spectrele SERS. O interactiune chimicd puternicd a ambelor tipuri de
paracetamol (normal si sinus) cu filmele ,,insuld” de argint este realizatd prin intermediul
singurei perechi de electroni ai atomilor de azot din gruparea amidica si prin electronii © ai

inelului de fenil, intr-o orientare plana.

Capitolul 3. Tehnici Raman aplicate in studiul sistemelor biologice complexe (celule,

tesuturi)

3. 1. Generalitati privind structura tesuturilor investigate si evolutia acestora in

cazul cancerului de colon uman

Adenocarcinomul este o tumora epiteliala maligna, originara din epiteliul glandular al
mucoasei colorectale. Cancerul de colon este in prezent a treia cauza a deceselor dominanta in
partea vesticd a lumii, inregistrandu-se 655 000 de decese pe an in intreaga lume. Studii
referitoare la cancerul de colon prezinta modificari specifice ale acidului nucleic, ale
cantitatilor si/sau conformatiei proteinelor, lipidelor si carbohidratilor, caracteristice celulelor
neoplastice [67].

Diagnosticarea actuald a cancerului este bazata pe diferite tehnici medicale imagistice,
cum ar fi imagistica prin rezonanta magnetica, tomografia computerizata, ultrasonografia,
care sunt urmate de examinarea histopatologicd a unui specimen de biopsie prelevata de la un
pacient. Analize mult mai precise si elucidarea mecanismului cancerului pot fi obtinute prin
folosirea tehnicilor spectroscopice care cerceteaza atent continutul molecular al probelor

investigate.
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3. 2. Prepararea probelor analizate

Au fost izolate probe de tesut dintr-un specimen de colon uman, procurat pana in 2h
dupa rezectia de la un pacient care a suferit o interventie chirurgicald la Spitalul CRF din
Cluj-Napoca. S-a obtinut si aprobarea etica pentru a studia proba de tesut uman.

Examinarea histopatologica standard a confirmat adenocarcinomul. Tesuturile recent
recoltate de carcinom au fost pastrate timp de 2h in solutie fosfaticd tamponata cu formol
(10%) pana la efectuarea masuratorilor spectroscopice. Probele au fost fixate in formol si s-a
aratat ca acest procedeu nu a alterat observarea picurilor Raman ale tesutului si este asadar 0
metoda de fixare convenabild/corespunzatoare. Pentru achizitia de date spectrale au fost
selectate bucati subtiri sectionate transversal de tesut din colon normal si din adenocarcinom.
Probele au fost sectionate transversal prin peretele colonului si s-au observat trei zone
distincte cu un aspect maro, galben, respectiv alb, corespunzitoare peretelui colonului de la
exterior spre interior, fiind evidenta deformarea stratului epitelial datorita carcinogenezei.

Straturile subtiri sectionate recent au fost izolate si puse la microscopul Raman pentru
masuratorile micro-Raman si de microscopie optica. Apoi, s-au adaugat micropicaturi de
nanoparticule coloidale de argint, obtinute prin metoda Lee-Meisel [68], pe suprafata tesutului
pentru achizitionarea SERS. Focusarea cu laser a urmat depunerii argintului.

Spectrele SERS si micro-Raman au fost Tnregistrate cu un microspectrometru Dilor
Raman (Horiba-Jobin-Yvon, model LabRam) folosind linia de excitatie 632.8 nm a laserului
He-Ne. Spectrele au fost achizitionate in cadrul geometriei imprastierii inapoi, folosind un
microscop echipat cu un obiectiv Olympus LMPIlanFL 50x, 10X cu o rezolutic spectrald de
2 cm™. Detectarea semnalului Raman s-a realizat cu un cititor CCD racit prin intermediul unui
element Peltier, iar pentru achizitia semnalului s-a folosit pachetul de analiza software
LabSpec. Puterea laserului aplicat pe proba a variat de la 15 la 25 mW si s-au acumulat
10 cicluri de cate 2 secunde. Examinarea microscopica utilizind obiective de 10x si 50X s-a
efectuat inainte si dupa expunerea la laser pentru a monitoriza posibilele schimbari
morfologice induse de fasciculul laserului asupra punctului de focalizare. Imaginea optica a
tesutului a fost neschimbata dupa expunerea la laser. O camerd video a asistat la
comportamentul tesutului supus expunerii laserului.

Spectrele FT-IR au fost obtinute folosind spectrometrul Equinox 55 Bruker cu un
modul Raman integrat (Bruker, FRA106), fibra optica fiind cuplatd la un modul Ramanscope

I1. Datele spectrale au fost analizate folosind programele OPUS 2.0.5 si Origin 6.0.
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3. 3. Investigarea tesuturilor de colon cu ajutorul spectroscopiei FT-IR
S-au raportat diverse studii pe tesuturi de colon normale, premaligne (polipi) si maligne de la
pacienti cu diferite stadii de malignitate. Aceste studii au folosit 0 metoda care este bazata pe studiul
mostrelor de tesut subtire prin microscopia in infrarosu (microscopia FT-IR) si compararea directd cu
analizele histopatologice traditionale, care se folosesc ca referinte de baza [69]. Spectrosopia FT-IR
poate fi un potential instrument pentru studierea complexelor biologicea materialelor care formeaza
tesuturi, si culture celulare [70].
Tn Fig. 3.1 sunt prezentate spectrele FT-IR achizitionate din zona galbena, de la ambele
probe de tesut normal si canceros, aceasta zona reprezentand partea interioara a colonului

uman.

normal

__________ carcinom

Absorbanta
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Fig. 3.1. Spectrul ATR- FT-IR de la tesutul normal si carcinom
al colonului uman (zona galbena-submucoasa).

In intervalul spectral al numerelor de unda mari, pot fi vazute diferente minore in
banda caracteristica amidei | atribuitd modului de intindere al legaturii N-H din proteine,
observata la 3287 cm™ in tesutul normal.

In intervalul spectral al numerelor de unda mici, benzile caracteristice amidei | si Il,
apar atat in spectrul tesutului normal cAt si in spectrul tesutului canceros la 1640 cm™. Benzile
sunt mai intense n spectrul probelor cu tesut normal, ih comparatie cu probele provenite de la
tesutul canceros. De asemenea, contributiile lipidelor de la 1454 cm™ si a acizilor nucleici de
la 1239 cm™ sunt mai evidente in spectrul caracteristic al probelor canceroase.

Tn Fig. 3.2. se pot observa spectrele FT-IR a partii albe ale tesuturilor colonului de la

probele normale si canceroase.
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Fig. 3.2. Spectrul ATR-FT-IR de la tesutul normal si carcinom
al colonului uman (zona alba-mucoasa)

Banda amidei I prezentd la 3287 cm™ este mult mai intensd in spectrul tesutului
normal decét cea care corespunde probelor canceroase.

Banda caracteristica modurilor de intindere asimetric si simetric al gruparii CH; de la
lipide, se observa la 2853 cm™ atat pentru tesutul canceros cat si pentru cel normal, cu
deosebirea ca cea din spectrul tesutului canceros este mai intensa.

Tn regiunea ,.fingerprint”, 1800-1650 cm™, diferentele dintre cele doud spectre constau
in intensitatea relativa a benzilor prezente, cat si in benzile noi, de intensitate slaba, care apar
n spectrul probelor canceroase.

Modul de intindere al legaturii C=0 din lipide de la 1744 cm™ din spectrul tesutului
normal este mai pufin intens si usor deplasat spre numere de unda mai mari, in comparatie cu
cel din spectrul probelor cu carcinom. Benzile de la 1640 cm™ si 1543 cm™ atribuite modului
de intindere al legaturii C=0O din amida I, modului de indoire al legaturii N-H din amida II si
modului de intindere al legaturii C-N din proteine [71] au o intensitate mai mare in spectrul
tesuturilor normale decat in cele canceroase.

Alte contributii, observate in cele doua spectre obtinute din zonele albe ale probelor,
sunt ale acizilor nucleici (1161 cm™), fosfolipidelor (1240 cm™). Noile benzi, de intensitate
slaba, care apar in spectrul probelor canceroase pot fi observate la 1378 cm™ sub forma unei
benzi inguste, iar la 1118 cm? si 1095 cm sub forma a doud benzi de intensitate slabi .

Tn Fig. 3.3 sunt prezentate spectrele FT-IR obtinute de la zonele maro corespunzitoare
stratului muscular si al probelor normale §i canceroase.
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Fig. 3.3. Spectrul ATR- FT-IR de la tesutul normal si carcinom al
colonului uman (zona maro musculara).

In regiunea cu numere de undi mari, banda amidei observati la 3305 cm™ este mai
intensa in spectrul probelor normale. Contributiile asimetrice si simetrice a lipidelor prezente
la 2923 cm™ si respectiv 2854 cm™, au intensitati mai scizute in probele normale decat in cele
canceroase. In regiunea ,,fingerprint” modul de intindere al legaturii C=O din lipide observat
la 1744 cm™ este mai putin intens in spectrul normal, in timp ce contributiile amidelor I si I
observate la 1640 cm™ si 1551 cm™ sunt mai intense in comparatie cu cele din spectrul
probelor cu carcinom, amintind de aceeasi situatie observata in spectrele obtinute de la zonele
albe.

Benzile caracteristice amidei I si II specifice proteinelor s-au dovedit a fi de intensitate
mai mare iIn spectrele obtinute de la tesuturile normale, In timp ce benzile atribuite

contributiilor lipidelor au fost mai intense in spectrele obtinute din zonele canceroase.

3. 4. Masuratori SERS pe tesutul sanatos si canceros de colon uman

In ultimul deceniu, spectroscopia Raman a fost utilizata in biomedicina ca un instrument
de diagnosicare a leziunilor tesuturilor, analiza componentelor sangelui precum si studii de
celule si tesuturi [72, 73]. Cu scopul de gasise a unui remediu in tratarea cancerului, eu am
aplicat tehnica Raman in a evalua posibilitatea acestei tehnici in studierea complexilor de
pamanturi rare—acenocumarol si pentru a investiga comportamentul de adsorbtie al

complexului de nanoparticule coloidale de Ag (SERS) [74], deoarece cumarinul contine un
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grup de compusi naturali de mare interes datorita actiunii sale anti-inflamatorii, antioxidant,
antialergic, hepatoprotector, antitrombotic, antiviral si anticancerigen.

Trasaturile SERS caracteristice stratului epitelial din colonul normal sunt prezentate in
Fig.3.4 unde fluorescenta tesutului se atenueaza in urma excitatiei laserului in vizibil, datorita
nanoparticulelor de Ag care sunt clar evidentiate.

O trasatura reprezentativa, achizitionata in 20 secunde de la o proba recent sectionata
pe care s-a adaugat 1ul coloid de Ag, este prezentata in Fig. 3.4c, n timp ce spectrele micro-
Raman de la aceleasi puncte de achizitie inainte de adaugarea nanoparticulelor de Ag
(Fig. 3.4d) prezinta doar o fluorescentd reziduald mare, orice semnal Raman fiind complet
acoperit. S-a observat o scadere impresionanta a intensitatii fluorescentei reziduale si benzi

inguste rezolvate clar trecand de la spectrele Raman la cele SERS.
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Fig. 3.4. Spectrul SERS corespunzator tesutul normal al colonului uman (starul epitelial, a-c),
in comparatie cu semnalul micro-Raman (florescenta-d) de la acelasi punct c¢) inainte de
adaugarea nanoparticlolelor de Ag colidal. Excitare: 632,8 nm, 25mW (SERS) si 200 mW
(Raman). Imaginile microscopice, inainte (e) si dupa (f) adaugarea nanoparticolelor de coloid,
indicand locul unde spectrele SERS au fost achizitionate.

Tn Fig. 3.5 sunt prezentate spectrele SERS caracteristice tesutului de carcinom recent
sectionat, din diferite puncte, aleator alese. In ciuda anumitor diferente care reflecta
neomogenitatea tesutului, benzile intense de la 1138, 1269, 1495, 1572 si 2934 cm™ sunt
reprezentative pentru toate spectrele. Conform regulilor de selectie SERS [75], modurile de

vibratie Tmpreuna cu componentele de polarizabilitate perpendiculare pe suprafata de Ag au
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fost amplificate in mod preferential. Astfel de moduri apartin clar speciilor moleculare
localizate in vecinatatea apropiatd sau atasate nanoparticulelor de Ag. Benzile semnificative
observate 1n spectrele SERS sunt atribuite provizoriu pe baza informatiilor Raman anterioare,
realizate pe tesutul de carcinom si cel normal din colon si pe baza de date Raman, raportata
recent, a moleculelor biologice [76].

In ceea ce priveste caracteristica SERS pe carcinom, cea mai intensi banda SERS de
la 238 cm™ este caracteristicd modului Ag-N, cand moleculele ce contin N sunt adsorbite pe
nanoparticulele de Ag. Benzile care sunt in mod exclusiv datorate modurilor de vibratie ale
inelului de ADN si ARN, adenini (727, 1138, 1335, 1495 cm™), guanina (674 cm™), citozina
(1269 cm™), timina (617 cm™) si aminoacizi cu lanturi R ciclice (histidina — 1575 cm™),
fenilalanina (1002 cm™) — aceasta ultimd banda fiind de asemenea specifica pentru triptofan
sunt amplificate in mod deosebit. Modul de ntindere PO, al lantului ADN de la 1069 cm™ a
prezentat o intensitate scazuta. Absenta benzii atribuita amidelor I de la proteine din intervalul
spectral 1600-1700 cm™ este demni de mentionat. in spectrul SERS al tesutului epitelial
normal (Fig. 3.5c) s-au observat benzi inguste la 238, 727, 1495, 1572, 1719, 2114 si
2934 cm™,

(€)
© “‘ o
(b)
@
| LA S R IR AL A LA EENL AL A L LA L R
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

2934
2114

Intensitate Raman /Arb.unit

Numere de unda /cm™

Fig. 3.5. Spectrele SERS corespunzatoare tesutului adenomacarcinom al colonului uman in
comparatie cu semnalul micro-Raman (florescenta-d) de la acelasi punct c) Tnainte de
adaugarea nanoparticlolelor de Ag colidal. Excitare: 635,8 nm, 25mW. Imaginile
microscopice, Tnainte (sus) si dupa (partea de jos) adaugarea nanoparticolelor de coloid,
indicand locul unde spectrele SERS au fost achizitionate.
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Forma benzilor si intensitatea acestora diferentiaza in mod clar comportamentul SERS
al tesutului de carcinom si a celui normal. In ciuda faptului ci majoritatea acestora pot fi
atribuite acizilor nucleici, este de asemenea prezent si semnalul de la proteine sau lipide.

Comparand diferitele atribuiri din spectrele Raman ale tesutului din colon raportate
anterior, datele sunt incd controversate. Acest fapt este aproape in intregime datorat
semnalului micro-Raman slab si complicat care a rezultat din masuratorile directe in FT sau in
configurarea confocald. Capacitatea unica a tehnicii SERS de a amplifica semnalul provenit
de la speciile moleculare localizate in imediata vecinatate a particulelor de Ag este
demonstratd acum pentru masurdtorile pe tesuturi. Rezumand aceste constatari, se poate
concluziona ca acizii nucleici sunt prezenti preponderent in tesutul de carcinom, proteinele
sau lipidele fiind mai putin reprezentative [77]. Totusi, o astfel de presupunere va fi ulterior
sustinuta de imagistica SERS pe tesuturi, intrucat rezultatele prezentate aici demonstreaza
posibilitatea de a inregistra benzi clar rezolvate de la tesutul de carcinom. Prin urmare,
informatii despre conformatia ADN si modificarile din interiorul procesului carcinogen,
impreund cu scaderea continutului de proteine ar putea fi extrase selectiv folosind tehnica
SERS, fara nici o utilizare a coloranfilor sau a altor specii chimice ca si legaturi
functionalizate. Un avantaj major al investigatiilor bazate pe tehnica SERS asupra tesuturilor
este timpul scurt de achizitie a spectrelor SERS cu un raport semnal/zgomot mult mai bun si
cu o incidenta mai mica a puterii laserului, decat in cazul masuratorilor micro-Raman. Aceste
rezultate preliminare sunt de mare interes in senzorii SERS pe baza de nanoparticule, folositi

pentru diagnosticarea gastrointestinala in vivo si monitorizarea terapiei.

Capitolul 4. Spectroscopia Raman a probelor de tesut preparate in vederea examenului

histopatologic

4. 1. Investigatii spectroscopice Raman asupra tesuturilor prelevate de la
9 pacienti diagnosticati histopatologic cu diverse stadii de cancer
In acest studiu, am investigat prin tehnica Raman tesuturi de colon uman de la
9 pacienti incercand sia demonstrez abilitatea acestei tehnicii de a realiza simultan si
imunohistochimie si diagnosticare Raman; sa evaluez influenta agentilor de colorare asupra
semnalului Raman al tesutului; sa demonstrez specificitatea informatiei de la o persoand la
alta. Pentru asta am monitorizat si discutat Tn acest studiu semnalul Raman al tesutului fixat
cu formalind si colorat cu H&E de la tesut sanatos si canceros, in diferite stadii de

diagnosticare obtinute prin examen histopatologic. Markerii H&E, Xilenul si rasina Biomount
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ce au fost implicati in procesul de colorare au fost de asemenea analizati prin Raman pentru a
ma asigura de corecta interpretare a rezultatelor. Am ales mostre de tesut normal al colonului
si tesut tumoral, ludnd in considerare cresterea drastica a incidentei acestei afectiuni asupra
populatiei si a cererii de proceduri senzitive pentru a asista excizia leziunilor si a tesuturilor
reziduale, pentru o mai buna delimitare intre tesutul sanatos si canceros si pentru a intelege
schimbarile moleculare asociate carcinogenezei. Complexitatea exciziei luata in considerare
de histopatolog poate fi sustinutd de rezultatele obtinute si prin spectroscopica Raman.
Spectroscopia Raman s-a dovedit ca fiind o metoda rapida si precisa de diagnosticare a
cancerului [78-82]. Totusi, diagnosticarea actuala este bazata pe un tipar standard, neexistand
incd nici o metoda pentru a inlocui evolutia unui tesut fara excizie [83]. Tn acest sens, cu
tehnica spectroscopica Raman se pot obtine analize cantitative si calitative ce pot determina
schimbadri structurale in tesuturi biologice.

Examinarea histopatologica standard confirma adenocarcinomul la 9 pacienti care au
suferit o interventie chirurgicala.

In timpul interventiei chirurgicale, ca o procedura de rutini, segmente din tesutul
considerat ,,normal” sunt de obicei indepartate, datoritd lipsei unei tehnici sensitive care sa
asiste la interventie si sa delimiteze clar tesutul normal de cel canceros. De aceea, in aceasta
lucrare si tesutul sanatos care a fost rezectat de la cei 9 pacienti a fost investigat.

Principalele spectre FT-Raman inregistrate in stratul epitelial al tesuturi de colon fixat
cu formalind sunt prezentate in Fig. 4.1a pentru fiecare din cele 9 cazuri, cu anumite
prelucrari spectrale pentru claritate, in timp ce in Fig.4.1b sunt cele pentru tesut canceros, fara
modificari, pentru a evidentia specificitatea pacientului. Spectrele au fost obtinute din zonele
cu tesut sanatos, acestea fiind extirpate o data cu cele canceroase. Fiecare spectru FT-Raman
reprezintd medierea a 500 de scanari. Diferentele sistematice in regiunea numerelor de unda
mari, Tntre punctele investigate aleatoriu, pentru fiecare proba, se explica prin analiza
rezultatelor anterioare pe celule [84] .Benzile atribuite lipidelor sunt cele de la numerele de
undd 1658, 1441, 1303 si 1269 cm™, care sunt prezente intr-un procentaj considerabil mai
mare in cazul celulelor maligne (13.8%) fata de cele sanatoase (1.8%), reprezentand astfel un
indicator al malignitatii [84].

Tn urma analizei spectrelor obtinute se poate observa ci, semnalului FT-Raman al
tesutului canceros este slab (Fig. 4.1b), probabil datorita degradarii structurii. Totusi benzile
principale sunt observate ca si In cazul tesutului sandtos, doar ca avand o intensitate mai mica.

Pozitia benzilor este bine corelata cu alte rezultate raportate pe celule canceroase [84].
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Fig .4.1. a) Spectrele FT-Raman colectate de la probele de tesut sanatos de colon de la cei
9 pacienti, dupa fixarea in formol. Offset-ul spectral a fost introdus pentru claritatea
spectrelor. b) Spectrele FT-Raman colectate de la probele de tesut canceros de colon de la cei
9 pacienti, dupa fixarea in formol. Excitare laser: 1064 nm, 350 mW.

Benzile observate in regiunea numerelor de unda 600-1800 cm™ din Fig.4.1a sunt

analizate comparativ cu studii anterioare pe probe de tesut sanatos de colon [85].

Intensitate Raman /Arb.Unit

Intensitate Raman /Arb.Unit.

T T T
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1
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Fig. 4.2. Spectre Micro-Raman obtinute de la tesuturi normale (a) si canceros (b) colorate cu
H&E, de la 9 pacienti. Spectrele sunt afisate de la 1-9 in functie de cresterea gradului de
metastaze a cancerului, de la stadiul B (spectre 1-5), stadiul C (spectre 6-8) si stadiul D
(spectru 9). Excitatie: 632 nm, 3 m\W.
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Intensitate Raman /Arb. Unit.

Datoritd neomogenitatii probei de tesut, de la un punct de achizitie la altul semnalul
prezintd usoare modificari, totusi, statistic, analiza amprentei specific spectrale identifica
grupe de proba. Andrade [85] raporteaza mari variatii in cadrul studiului sau de la un individ
la altul, ceea ce reflecta o calitate intrinsecd a semnalului, insa benzile importante se observa
cu usurintd. Ca si o concluzie, semnalul FT-Raman prezintd constant benzi caracteristice
probei de la o achizitie la alta. Toate probele normale au prezentat benzile discutate anterior
pentru fiecare pacient, indiferent de locatia geografica.

Spectrele Raman pentru tesutul colorat cu H&E, in regiunea numerelor de unda
1800-1100 cm™, sunt prezentate in Fig. 4.2, atat pentru tesuturile normale (a), cat si pentru
cele canceroase (b).

Semnalul Raman pentru tesutul colorat reprezentand o suprapunere a fondului de
fluorescentd si a imprastierii Raman pe tesut, la fel ca si semnalul Raman al agentilor de

colorare, respectiv semnalul neprocesat pe o proba sunt prezentate in Fig. 4.3.

2850

893

Fig. 4.3. Semnal tipic Raman neprocesat
obtinut de la tesut de colon sanatos colorat
cu H&E (sus) evidentiind benzi
suplimentare in comparative cu unul
necolorat, fixat in formalin. Excitare: 632.8
si 1064 nm.

3005

e

' 28I00 ' 24IOO ' 20IOO ' 16I00 ' 12I00 ' 8(I)0 ' 4(I)0
Numere de unda/cm™
Semnalul FT-Raman al probei este de asemenea prezentat (Fig. 4.3, jos) iar benzile
principale sunt discutate pentru tesutul colorat. Benzi aditionale la acestea, reprezentand
contributia agentilor de colorare se pot de asemenea observa. Aceste contributii au fost
analizate prin inregistrarea si compararea semnalului FT-Raman pentru hematoxilind, eozina,

xilen si rasini Biomont, folosite 1n laboratorul clinic.
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Tn Fig. 4.4 sunt prezentate spectrele tesutului In cazul celui colorat si a celui necolorat,
impreuna cu principalele componente folosite la prelucrare probelor in vederea examinarii

histopatologice.

1446
1298

<
Lo
©
i

H&E Tesut Fig. 4.4. Spectrele Raman ale speciilor
‘ implicate in protocolul de colorare al
tesuturilor (H-hematoxilina, Eeosin, Xilen

si Biomount), asa cum se evidentiaza pe

Intensitate Raman /Arb.Unit.

| e SV fiecare spectru. Spectre de la tesutul colorat
! S, ] cu H&E si cel fixat in formol, sunt de
m - , asemenea prezentate. Liniile punctate
s reprezintd benzile principale ale tesutului
H A, necolorat. Excitatie: 632 nm, 3 mW.
W@WWMWMM

3000 2000 1000
Numere de unda/cm’™

Pentru a evalua efectul interferentelor agengtilor de colorare in spectrele Raman ale
tesutului, semnalul Raman al tesutului fixat cu formalind a fost comparat cu cel al probei
colorate cu H&E de la acelasi pacient si cu cel al agentilor de colorare (Fig. 4.4). Cea mai
reprezentativa banda atribuita tesutului fixat cu formalina a fost prezentata cu linie punctata,
pentru o usoara delimitare.

Benzile specifice agentului de colorare H&E nu se regasesc in spectrul tesutului
colorat, evidentiindu-se lipsa benzii amida I de la 1654 cm™ in spectrele tesutului colorat, cat
si un semnal puternic si in zona numerelor de undd 1723-1749 cm™. Acest aspect se poate
asocia cu o posibild necroza a celulelor, distrugerea proteinelor. Pe langa aceasta, lipsa benzii
amida I s-a observat si pentru spectrul pe tesut sandtos. E posibil ca in timpul procesarii
tesutului, proteinele sd fie denaturate prin coagulare si eventuale reactii de polimerizare,
rezultdnd blocaje si stoparea reactiilor enzimatice si autoliza. Banda intensa de la 1446 cm?
(Fig.4.4) nu pare sa fie afectata de semnalul substantelor de colorare. De aceea intensitatea
acestei benzi va fi monitorizata pe parcurs in studiile de imagistici Raman, pentru a asista
complementar la o corecta concluzie histopatologica. Aceasta banda reprezintd un indicator al
malignitatii in diagnosticarea cancerului colorectal prin spectroscopia Raman [84].

In regiunea numerelor de undd mari (3050-2800 cm™) spectrul tesutului colorat
(Fig. 4.4) a fost complet afectat de semnalul emis de xilenu si Biomont, fiind imposibila
utilizarea acestei zone pentru diagnosticare. De regula, intensitatea vibratiilor de intindere

26



CHs si CH, ale lipidelor de la 2923 cm™ si 2875 cm™ este mai mare in cazul tesutului
canceros decét in cel al tesutului sandtos [85], indicand o caracteristica a lipidelor constand
intr-o reactie de autoaparare a organismului. Aceastd reactie este observabild si in cazul
tesutului necolorat [84, 85, 86]. Un raport recent arata comparatii intre spectrele Raman pe
tesut proaspat recoltat si pe tesut fixat cu formalind sau xilen. O reducere dramatica in
intensitatea benzii amida I a fost observatda in cazul fixarii cu respectivele substante [87].
Desi fiecare pas de procesare introduce noi modificari in rezultatul spectral obtinut, autorii au
concluzionat ca se poate delimita o proba de alta daca se cunosc conditiile exacte de
procesare. Alt studiu recent a fost dedicat imbunatatirii protocolului [88]. Probe de tesut
cervical au fost preparate utilizand multiple metode de procesare, iar apoi s-au identificat
contributiile agentilor folositi. Totusi, prezentele rezultate prezentate pentru {esutul colorat cu
H&E ofera posibilitatea de a inregistra semnal specific, deschizand noi perspective in tehnica
de diagnosticare Raman, prin rezolutia marita, diferentierea componentelor nucleare de cele

celulare, etc.

Concluzii

e Cu ajutorul spectroscopiei vibrationale s-au putut diferentia cele doua forme de
paracetamol, respectiv forma monoclinica (comerciald) si forma ortorombica.

e S-a evidentia faptul ca dupa recristalizare paracetamolul normal poate sa contina o
mixtura ntre cele doua forme, in timp ce paracetamolul sinus contine doar forma
monoclinica.

e (Cele mai importante benzi ale anumitor excipienti, adaugati in procesul de preparare a
medicamentelor, au putut fi identificate.

e S-a dedus interactiunea moleculei de paracetamol cu suprafata filmului de Ag prin
intermediul catorva grupari functionale.

e Utilizdnd spectroscopia vibrationala, s-a demonstrat faptul ca se pot identifica
principalele componente moleculare in probele studiate, precum si modificarile
moleculare ale acestora, permitand astfel o diferentiere intre tesutul normal si cel
canceros al colonului uman.

e S-a evidentiat faptul ca tesuturile normale au continut mai ridicat de proteinelor, in
timp ce tesuturile canceroase au fost caracterizate ca avand continut mai scazut de

proteine si continut mai mare de lipide.
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Prin analiza spectrelor obtinute din cele trei zone supuse studiului, repectiv mucoasa,
submucoasa si musculara s-a putut evidentia faptul ca, cancerul, se extinde de la
interior catre exterior.

In principiu, dacd ne bazam pe presupunerile oferite de datele furnizate, este posibil sa
concluzionam cd spectroscopia FT-IR-Raman promite mult in ceea ce priveste
metodele de diagnosticare a cancerului si ar putea fi folosita ca un sistem de clasificare
a tesutului.

In urma obtinerii unui semnal SERS se poate spune ca, combinand tehnica micro-
Raman cu proprietatile plasmonice a nanoparticulelor adecvate de metal nobil, se
poate obtine un adevarat progres spre o noud platforma endoscopica bazatd pe SERS,
aceea de a studia mecanismele biochimice complexe a carcinogenezei si in consecintd
o eficacitate ridicata a diagnosticarii timpurii a bolii.

Analizdnd spectrele micro-Raman ale tesuturilor colorate cu H&E (studiu de caz
9 pacienti), s-a putut evidentia faptul ca H&E nu prezinta benzi care sa interfere
drastic benziile obtinute de la tesuturi.

Benzile de la Xilenn si rasini interfera cu benzile tesutului, dar si asa, raman cateva
benzi nealterate, specifice tesutului biologic pur, netratat cu conservanti si nemarcat, si

care pot fi utilizate in investigatii Raman.
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