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1.INTRODUCCION

La espectroscopia Raman es una técnica doptica no
destructiva que permite el estudio de numerosos
tipos de moléculas y sistemas, solidos, liquidos, por
ejemplo semiconductores o moléculas biologicas. El
efecto Raman fue descubierto en 1928 [1], pero el
estudio de moléculas bioldgicas con esta técnica esta
actualmente en pleno desarrollo, en particular
gracias al desarrollo del laser a principio de los afios
sesenta del siglo XX y ultimamente a su
acoplamiento con la microscopia confocal.

Esta técnica se ha beneficiado también de los
progresos tecnoldgicos en los detectores y sobre todo
en la disminucion sustancial del tiempo de
adquisicion de los datos experimentales.

La dispersion Raman y sus variantes, son técnicas
que involucran a los estados vibracionales de las
moléculas. Es el punto comin con la absorcion
infrarroja. Sin embargo, el mecanismo de
interaccion de una onda electromagnética con las
moléculas es diferente y las reglas de seleccidon
también son diferentes. Por lo tanto, las dos técnicas
pueden conducir a espectros diferentes pero
complementarios [2].

2.LAS CELULAS

Los organismos vivientes se componen de células.
Es la unidad basica mas pequefia e importante de
todo organismo vivo, que trabaja de manera
autonoma. Se dividen en dos grandes grupos: células
eucariotas y procariotas. Las células procariotas no
tienen nucleo. Su composicion es mas simple que la
de las células eucariotas, y se supone son el primer
tipo de organizacion celular que hubo en el planeta.

Las células eucariotas (animales y vegetales) tienen
nucleo, son mas grandes que las células procariotas y
se encuentran en el cuerpo humano. Poseen una
disposicion interna mas evolucionada y compleja; el
material genético esta dentro del ntcleo, rodeado del
nucleoplasmay protegido por su propia membrana.

Pueden realizar funciones especificas, como
coordinar la quimica celular, es decir, las reacciones
internas y el metabolismo a través de la accion de sus
organelos celulares.

Un esquema de una célula eucariota se presenta en la
Fig. 1.

Figura 1. Esquema de una célula eucariota con los diferentes organelos
celulares.

Aunque sean muy pequefias (10 - 100um), las células
eucariotas tienen una estructura basica y bien
organizada. Todas poseen protoplasma, que es el
citoplasma mas el nicleo celular. El citoplasma, que
comprende todo el volumen de la célula - salvo el
nucleo -, es el medio donde se producen los cambios
quimicos y las reacciones metabolicas de la célula.
Esta compuesto por una solucidén acuosa
denominada citosol, la cual engloba una gran
cantidad de estructuras especializadas y organelos
celulares.

El cuerpo humano es un sistema complejo formado
por cincuenta billones de células, agrupadas en
tejidos y organizadas en diferentes sistemas. Estas
células poseen una membrana que separa el interior
de lamisma, donde se encuentra el niicleo, del medio
externo; esencialmente, estd compuesta de
macromoléculas formadas por cadenas largas de
atomos. La membrana celular es una estructura casi-
fluida, en ella sus componentes pueden desplazarse.
Esta fluidez implica que los componentes, en su
mayoria, s6lo estdn unidos por uniones no
covalentes. La molécula primaria de la membrana
celular es el fosfolipido; éste posee una "cabeza"
polar (hidrofilica) y dos "colas" no polares
(hidrofoébicas); esto es, los fosfolipidos son, por
tanto, simultaneamente hidrofilicos ¢ hidrofébicos
(anfipaticos). El nombre de fosfolipido de esta
molécula proviene del hecho de que en la "cabeza"
polar se encuentra un grupo fosfato que contiene
fosforo en su estructura y la cola hidrofobica
corresponde, en su estructura, a la de una grasa.
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Los lipidos son un grupo amplio y heterogéneo de
compuestos insolubles en agua, pero solubles en
solventes organicos no polares como el éter, el
cloroformo o el benceno. Contienen carbono,
hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. Los lipidos pueden
tener de una a tres cadenas hidrocarbonadas. En la
figura 2, se presenta un esquema de un fosfolipido
insaturado.

Figura 2. Esquema de un fosfolipido insaturado.

Elactual modelo de membrana celular es el resultado
de un largo proceso de investigacion, mismo que
comenzd con las observaciones indirectas que
permitieron determinar que los compuestos
liposolubles traspasaban facilmente esta barrera.
Este hallazgo llevé a Overton [3, 5], en 1902, a
sostener que la composicion de la membrana
correspondia al de una delgada capa lipidica. Esta
hipétesis fue probada por Gorter y Grendel en 1925,
en el globulo rojo [5]. Posteriormente, se agrego la
propuesta que sostenia que en la composicion de la
membrana también intervenian proteinas. Hacia
1935, Danielli y Davson [6] sintetizaron los
conocimientos proponiendo que la membrana
celular estaba formaba por una "bicapa lipidica" con
proteinas adheridas a ambas caras de la misma. La
integracion de los datos quimicos, fisico-quimicos y
las diversas técnicas de microscopia llevo al actual
modelo de "mosaico fluido" [7]. Segtin este modelo,
que tiene gran aceptacion, las membranas constan de
una bicapa lipidica en la cual estan inmersas diversas
proteinas. El espesor de la membrana es,
aproximadamente, de 7 nm. La bicapa lipidica ha
sido establecida como la base universal de la

estructura de lamembrana celular (Fig. 3).

proteina
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Figura 3. Modelo molecular de membrana en "mosaico fluido". El
enlace entre lipidos y proteinas integradas es esencialmente de
naturaleza hidréfobo, mientras que entre lipidos y proteinas periféricas
es de tipo electrostatico.

La estructura en bicapa permite que los grupos del
extremo hidrofilico se asocien libremente con el
medio acuoso, y que las cadenas hidrofobicas de
acidos grasos permanezcan en el interior de la
estructura, lejos de las moléculas de agua.

Las moléculas, lipidos, proteinas, etc. que
conforman una célula viva estan constituidas
bésicamente por cuatro elementos (C, H, O y N) que,
combinados entre si, dan origen a un gran nimero de
compuestos. La sustancia mas abundante en la célula
vivaes el aguay llega arepresentar mas de 70% de su
peso. Esta molécula es de gran importancia, pues la
mayor parte de las reacciones intracelulares se
llevan a cabo en ambiente acuoso y todos los
organismos se han conformado alrededor de sus
propiedades: su caracter polar, su capacidad para
formar enlaces de hidrégeno y su alta tension
superficial, entre otras.

Las proteinas son las moléculas mas diversas,
complejas y de mayor tamafio presentes en la célula.
Estas moléculas tienen formas tridimensionales,
necesarias para su funcion especifica. Las proteinas
son polimeros constituidos por mondémeros
denominados aminoacidos. Cada aminoacido posee
un grupo amino -NH2 y un grupo carboxilo -COOH
unidos al mismo atomo de carbono, denominado
carbono alfa. Los aminodacidos se diferencian entre
sipor el tamafio de sus cadenas laterales y se agrupan
en cuatro categorias, segun las propiedades de estas
cadenas: no polares, polares, catidnicos y anionicos.

La estructura de las proteinas puede jerarquizarse en
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una serie de niveles, interdependientes. Estos niveles
corresponden a: i) estructura primaria, que
corresponde a la secuencia de aminodcidos; ii)
estructura secundaria, que une los aminoacidos entre
si; iii) estructura terciaria, que define la estructura de
las proteinas compuestas por un soélo polipéptido y,
iv) estructura cuaternaria, si interviene mas de un
polipéptido.

Los péptidos y las proteinas estan formados por un
grupo que se repite a lo largo de toda la cadena,
denominado enlace peptidico o grupo amida (Fig. 4).
Una propiedad fundamental de este grupo es que,
precisamente, establece puentes de hidrogeno con
otros grupos idénticos de la misma cadena.
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Figura 4. El enlace peptidico, base de la estructura primaria
de las proteinas.

Esta propiedad condiciona el plegamiento de las
proteinas en su estructura secundaria, en particular a
la formacién de hélices @ o de laminas £, a la cual la
dispersiéon Raman tiene acceso que es lo que
veremos en la parte 3.2.2.

3. ESPECTROSCOPIARAMAN

3.1 Teoria

Cuando el campo eléctrico de la luz incide sobre un
atomo o una molécula los electrones son desplazados
por este y se induce un momento dipolar en el atomo
o la molécula orientado aproximadamente en la
misma direccion que la del campo eléctrico incidente
[8-10]. El dipolo inducido es pequefio siempre y
cuando la intensidad del campo incidente sea
pequefia. En este caso el momento dipolar inducido
en el &tomo o molécula i estd dado por:

o, =ak (1)

la constante de proporcionalidad « es la
polarizabilidad de la molécula y es distinta para

diferentes moléculas, representa la facilidad con que
se puede orientar a la nube electronica de estas. Si el
campo incidente fluctia con el tiempo, también lo
hara el dipolo inducido; el campo eléctrico asociado
ala luz hara que el dipolo del atomo o de la molécula
oscile con esa frecuencia. El dipolo oscilante emitira
asuvezradiacion electromagnética.

SeaF el campo eléctrico incidente dado porz-£, cos 2myy,
donde E  es laamplitud del campo eléctrico incidente
yv,su frecuencia. Ahora consideremos una molécula
biatomica que vibra con frecuencia Vv, con
movimiento arménico simple. Sea g una coordenada
alo largo del eje de vibracidn, tendremos a un tiempo
t;
q,=q,Ccos2mv.1 (2)

Si la polarizabilidad varia durante la vibracion

entonces para una amplitud de vibracidn pequeiia
tendremos;

ca
a=a,+—

e

q, (3)
0

Sustituyendo la ecuacién (2) en la ecuacion (3)
obtenemos:

qocos2mv.t (4)
0

Ca
a=a, +—]

v

Silaradiacion interacciona con la molécula entonces
de (1) y (2) tenemos que:

Ca

A

oa
E +
. %4,

E,
05 O—qo[cos 27(vy + v, )+ cos 22(vy = v, )t (5)

0

A =a,

El primer término de la ecuacion (5) describe la
dispersion de Rayleigh (sin cambio de frecuencia),
los restantes representan la dispersion Raman Stokes
y anti-Stokes. Observamos ademas que se producira
dispersion Raman siempre y cuando 57“{ =0 estoesla
polarizabilidad de la molécula debe cambiar durante
la vibracion para que esta sea activa en la dispersion

Raman.

3.2 Resultados

En las moléculas organicas, los atomos C, H, O y N
estan ligados entre si por enlaces con una energia
caracteristica para cada tipo: C-H, C-OH, C=0,
C=C, etc. En lo que sigue, vamos a estudiar los
lipidos, posteriormente las proteinas y finalmente
células ya que contienen estos dos componentes.
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3.2.1 Cadenas hidrocarbonadas y fosfolipidos
La espectroscopia Raman es una herramienta eficaz
en el estudio de la estructura molecular de la
membrana celular; la fluidez en la membrana se
debe, esencialmente, a la isomerizacidén de
conformacioén de las cadenas hidrocarbonadas, a lo
cual esta espectroscopia es muy sensible.

El punto comun de estas moléculas es poseer por lo
menos una cadena hidrocarbonada. Las moléculas
mas sencillas de este tipo son el polietileno (PE) y los
alcanos, conformados por una cadena lineal de
grupos metilenos, terminada en sus dos extremos por
un grupo metilo. Veamos algunos de los resultados
conocidos sobre la espectroscopia Raman de estos
sistemas. La cadena de PE esta constituida solo por
grupos metilenos CH2. Para un estudio detallado, el
lector puede consultar las referencias [11-15].

El PE presenta 8 modos de vibracion activos en
Raman: cuatro modos de deformacién de los grupos
CH, con las bandas 1174 cm™, 1295 cm™, 1382 cm’!
y 1440 cm™, respectivamente denominados rocking,
twisting, wagging y scissors, dos modos de
elongacion, simétrico y anti simétrico, de los CH,
con bandas en 2845 cm™ y 2880 cm™; dos modos de
elongacion, anti simétrico y simétrico de la cadena
de carbonos C-C-C, respectivamente en 1065 cm™ y
1133cm™.

En los fosfolipidos se encuentran los mismos modos
de vibracion mencionados anteriormente; sin
embargo, debido a la cabeza polar de la molécula,
aparecen algunos modos adicionales. En el caso de
cadenas insaturadas también aparecen nuevos
modos de vibracion. En la Tabla 1, se encuentran
frecuencias caracteristicas de los modos de estas
moléculas.

Tabla 1. Atribuciones de las principales vibraciones de los fosfolipidos.

Modo de vibracion Numero de onda (cm™)
3010
2950
2880
2920
2850
1730
1460
1230
1085

-C-H insaturado
-CH3 anti simétrico
-CH3 simétrico
-CH> anti simétrico
-CHz simétrico
C=0 éster
-CH; deformacion
PO, anti simétrico
PO, simétrico

0OC-O-C éster 1170
C-O-P elongacion 1045
CN elongacién (CH3)sN* 970

Las vibraciones C-H contribuyen con varias bandas
de vibracién en la region 2800-3000 cm™. La banda
Raman cerca de 2890 cm™ es muy sensible al arreglo
lateral de las cadenas; su intensidad disminuye
cuando aumenta el desorden intramolecular de las
cadenas (isomerizacion trans-izquierda). La banda
situada a 2850 cm™ se debe a las vibraciones de
elongacion (VcH) simétricas; conforme aumenta el
desorden, su intensidad permanece relativamente
constante. Por lo tanto, el cociente /rg00//550 €S UN
indicador en el estudio de las transiciones de fase de
los fosfolipidos. En la Fig. 5 se presentan los
cambios en la region de elongacion de los CH y de
los modos de la cadena hidrocarbonada, entre 10°Cy
45°C para la 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-
fosfocholina o dipalmitoil-fosfatidilcholina
(DPPC).

2760 2820 2880 2940 3000 1000 1040 1080 1120 1160
Desplazamiento Raman (el

Figura 5. Espectro Raman de una solucién acuosa de DPPC a pH 6. a)
Modos de elongacion de los CH, b) Modos del esqueleto C-C, a 10°C
(abajo) y a45°C (arriba). Reproducido de [16].

3.2.2 Proteinas

EL grupo peptidico esta compuesto por dos grupos
funcionales: N-H y C=0. En el espectro Raman se
pueden observar hasta 9 bandas caracteristicas de
este grupo, denominadas amida A, B, I...., VII. Las
bandas amida [ y amida II son las mas importantes
del espectro ya que son muy sensibles a la estructura
secundaria de la proteina. En la Tabla 2, se
encuentran las principales bandas de vibracion del
grupo peptidico.

Tabla 2. Vibraciones del grupo peptidico: v: elongacion, O:
deformacion, RF: resonancia de Fermi, las vibraciones amida V,
Vly VIl son vibraciones fuera del plano [17, 18]; RF: resonancia
de Fermi.
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Nombre Atribucion

amida A B

armonico amida Il + RF iy

ve-0(80%) + ven (10%) + Sn.nB10%)

SNn@60%) + ven (40%)

Ve (30%) + O (30%) + ve-0 (10%) + So-c-nB10%)
Bo-c-n[B40%)

fuera del plano .4

Region (cm™!)
~3300
~3080

1600 — 1700

1520 - 1580

1240-1310

625-770
640 - 800

amida B
amida |

amida Il
amida Ill
amida IV
amida V

530—610
~200%

amida VI

amida VIl fuera del plano 7.n

fuera del plano &-o

Ademas del grupo amida, los residuos son
identificados por la presencia de vibraciones de
grupos CH que aparecen cerca de 2900 cm™ para las
vibraciones de elongacion y cerca de 1450 cm™ para
las vibraciones de deformacion. Algunos
aminoacidos pueden presentar una banda
caracteristica que permite identificarlos, como es el
caso del triptéfano que presenta una banda fina y
generalmente intensaen 1002 cm!.

Las principales vibraciones que contribuyen al
espectro Raman de proteinas se deben a los
diferentes enlaces del grupo peptidico; éstos
producen varias contribuciones en diferentes
regiones del espectro. Las frecuencias mas intensas
en Raman corresponden a los modos amida [ y amida
I11, cuyas frecuencias se relacionan con la estructura
secundaria de las proteinas. El modo amida I se
encuentra entre 1600 y 1700 cm™ y se debe
principalmente a la vibracién de elongacion C=0 del
grupo peptidico. El modo amida III se encuentra
entre 1200y 1300 cm™ y se debe principalmente a un
acoplamiento entre la vibracion de deformacion del
grupo N-H y la de elongacién del grupo C-N. La
vibraciéon amida Il que se observa en absorcion
infrarroja no es activa en Raman. Por otra parte,
algunos residuos poseen un espectro Raman intenso
y muy caracteristico, el cual conviene considerar
para determinar entornos particulares.

Tabla 3. Regiones de los modos de vibracion amida [ y amida I1I
de los diferentes tipos de estructura secundaria de proteinas.

Estructura secundaria Amida | (cm™?) Amida Il (cm™)

Hélice a 1645 -1660 1270-1300
Lamina 1665 - 1680 1230-1240
Vueltas 3 1662 -1677 1255-1300
Desordenada 1660 - 1665 1240-1260

Un aspecto importante en espectroscopia Raman de
proteinas es saber como su estructura modifica los
modos de vibracion. Como ya lo seflalamos, las
frecuencias de los modos amida I y amida III se

relacionan con la estructura secundaria de la proteina
(Tabla3).

Como ya fue mencionado anteriormente, algunos
aminoacidos poseen sefiales intensas y
caracteristicas: i) dos cisteinas pueden formar un
puente di sulfuro S-S (500 - 550 cm™) por oxidacién
del grupo sulfhidrico -S-H (2550-2600 cm™); ii) la
tirosina tiene un espectro Raman complejo, no
obstante, las bandas (doblete) a 830 cm-1y 850 cm-1
son utiles para determinar el entorno local de este
residuo; iii) la histidina se caracteriza por la
vibracién de su nucleo imidazol hacia 1490 cm™,
pero sus bandas Raman no son sensibles a las
modificaciones estructurales; iv) la fenilalanina
posee varias bandas debido al nucleo aromadtico,
tiene una banda muy intensa hacia 1005 cm’; v) el
triptofano posee varias bandas, en particular el
doblete a 1340 cm™ y 1360 cm’ es sensible al
entorno, un cociente s/l superior a 1 indica un
entorno hidréfobo (no polar).

3.2.3 Tejidos y células

En los ultimos afios, por su capacidad para aportar
informacion detallada sobre la composicién
quimica, la dispersion Raman se ha orientado hacia
el estudio de tejidos bioldgicos y células.
Generalmente, este estudio se acompaia del uso de
métodos estadisticos para la determinacion de las
diferencias espectrales.

En la Fig. 6 se presenta el espectro Raman de una
célula HeLa (célula cancerosa de cultivo derivada de
una muestra de cancer cérvico-uterino) con las
principales atribuciones de las bandas.
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Figura 6. Espectro Raman de una célula HeLa.
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En esta figura podemos observar bandas que
corresponden a lipidos (C-C, CHz, O-P-O) y a
proteinas (Amida I, Amida III, Fen, Tir) pero
también algunas bandas que provienen de las
vibraciones del ADN en el ntcleo de la célula.
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Figura 7. Espectro Raman promedio de un tejido mamario sano
con nddulos linfaticos (arriba) y de un tumor (abajo). Adaptada
de[19].

En un trabajo reciente [19], se utilizo la
espectroscopia Raman para analizar muestras de
tejido de glandula mamaria de ratones,
correspondiente a tejido sano, con tumor maligno y
con mastitis. El espectro Raman de glandulas
mamarias normales con nodulos linfaticos es
dominado por la contribucion de los lipidos y
algunas bandasa 762 cm™, 868 cm™ y 1004 cm™, que
reflejan la composicion proteica del tejido. El
espectro Raman de los tumores mamarios es sensible
al incremento en proteina y, por lo tanto, se refleja la
disminucion relativa de las bandas de lipidos. Se

observauna fuerte disminucion en la intensidad de la
banda a 1746 cm’!, atribuida a la vibraciéon de
elongacion de los C=0 lipidicos, la banda a 1440 cm
(0cn) disminuye y aparecen nuevas e intensas bandas
de proteinas en 622, 642, 830, 854, 936, 1004, 1174,
1258, 1318, 1338, 1446 y 1576 cm™ (Fig. 7). Sobre
este tema existe una bibliografia considerable; como
ejemplo, pueden consultarse algunos de los trabajos
desarrollados por diferentes grupos [20-30].

En la figura 8, se presenta el espectro Raman
obtenido en la cabeza y en el flagelo de un
espermatozoide bovino.

Figura 8. Espectro Raman de la cabeza y el flagelo de un
espermatozoide bovino.
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Comparando los dos espectros, se puede observar
que el espectro de la cabeza es idéntico al del flagelo
con la adiciéon de las bandas correspondiendo al
ADN del nticleo que se encuentra en la cabeza del
espermatozoide.

4.CONCLUSION

En los ultimos afios, la dispersion Raman esta muy
asociada a aplicaciones bioldgicas y médicas, entre
otras. El aumento de la sensibilidad de los detectores
ha sido un factor importante en este desarrollo por el
ahorro en tiempo de acumulacion de espectros. La
dificultad mayor de estos estudios esta en la
complejidad de las moléculas o sistemas
investigados que pueden necesitar métodos
estadisticos de analisis de los espectros. El porvenir
esta en la utilizacion de la dispersion Raman como
método diagnostico.
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