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Espectroscopia Raman aplicada no estudo de hemacias humanas
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ABSTRACT

Raman spectroscopy is an analytical technique capable of providing detailed information about the
molecular structure of biological tissues and fluids. Therefore, this article presents a review of Raman
spectroscopy applied in studies with human red blood cells in order to synthesize information about the
technological aspects and the Raman spectral characteristics identified by different studies. To this end, a
search for articles was carried out in the PubMed, LILACS, SciELO and Cochrane databases, using pre-
established descriptors, in the search for articles in Portuguese and English, published in the last ten years
and available in full. Literature review articles, studies with whole blood, studies with animal red blood
cells, and all those that deviate from the scope of the study are excluded. The results demonstrate that
different technologies coupled to the Raman system and different technical ranges are used in the analysis
of red blood cells. The discussion presents general aspects of the technique and the Raman spectral
characteristics of healthy red blood cells and those altered as a result of diseases and other causes. Raman
spectroscopy is versatile and widely used in investigations that require evidence at the molecular level of
red blood cells.
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RESUMO

A espectroscopia Raman é uma técnica analitica capaz de fornecer informacdes detalhadas sobre a estrutura
molecular de tecidos e fluidos biolégicos. Sendo assim, este artigo apresenta uma revisao da espectroscopia
Raman aplicada nos estudos com heméacias humanas, a fim de sintetizar informagdes dos aspectos
tecnoldgicos e das caracteristicas espectrais Raman identificadas em estudos com diferentes propositos.
Para tanto realizou-se um levantamento por artigos nas bases de dados PubMed, LILACS, SciELO e
Cochrane, utilizando descritores preestabelecidos, na busca por artigos nos idiomas Portugués e Inglés,
publicados nos ultimos dez anos e disponiveis na integra. Excluiu-se os artigos de revisdo de literatura,
pesquisas com amostras de sangue total e hemacias de animais, bem como todos aqueles que se
distanciaram do escopo deste estudo. Os resultados demonstram diferentes tecnologias acopladas no
sistema Raman e diferentes parametros técnicos empregados para analise de hemacias. A discusséo aborda
aspectos gerais da técnica e das caracteristicas espectrais Raman de hemécias saudaveis e alteradas em
decorréncia de doencas e outras causas. A espectroscopia Raman se mostra versatil e com amplo emprego
nas investigacdes que requerem evidéncias em nivel molecular das hemacias.

Palavras-chave: Hemacia; Espectroscopia Raman; Hemoglobina.

INTRODUCTION

O sangue é um fluido vital, responséavel por inimeras funcdes fisiologicas. E
composto pelo plasma, no qual um grande nimero de células denominadas hemacias
(glébulos vermelhos ou eritrocitos), leucdcitos (glébulos brancos) e plaguetas se
encontram suspensas (DEAN, 2005). De forma simplista, as hemécias transportam
oxigénio e dioxido de carbono entre as células e os pulmdes, e dentro da normalidade,
representam cerca de 45% do volume total do sangue circulante (ADAMS, 2010; EL
BRIHI e PATHAK, 2024). As hemaécias consistem principalmente em dois componentes:
interior homogéneo preenchido com hemoglobina e exterior revestido pela membrana
celular. Até um terco da heméacia é composta pela proteina hemoglobina, cuja a principal
funcdo € transportar oxigénio e dioxido de carbono, realizado devido a presenca do ion
de ferro embutido no estrutura heme. A membrana que envolve a heméacia a separa de
outras células e conteudos do ambiente, controlando toda comunicagéo entre seu interior
e o exterior (BARBALATO e PILLARISETTY, 2022; ATKINS, 2017).

Nos humanos, os principais disturbios das hemaécias incluem condi¢des que
afetam sua producdo, seus constituintes ou sua funcao no transporte de oxigénio e dioxido
de carbono. Inimeras doencas podem afetar as hemacias, como a maléria, anemia
falciforme e tipos especificos de céancer, causando distintas alteragdes bioquimicas e
estruturais (GIRI e TAMGADGE, 2024). Na literatura, as hemécias sdo reconhecidas
como biomarcadores da gravidade de doencas, como as anemias hereditarias e adquiridas,

bem como para outras patologias sistémicas que ndo estdo principalmente ligadas as
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hemacias, como inflamacdo, cancer, diabetes e doencas cardiovasculares. Autores
destacam que existe a necessidade de maior compreensdo das propriedades bioquimicas
e estruturais das hemécias a fim de estabelecer relagdo com a gravidade das doencas
sistémicas (GURKAN, 2021; YADAYV, DEEPIKA e KUMAR 2024).

Sendo assim, técnicas analiticas capazes de fornecer as caracteristicas moleculares
das hemécias sdo de grande importancia para os estudos que investigam alteracfes em
decorréncia de doencas ou outras causas que afetam a funcdo das hemécias. A
espectroscopia Raman tém sido empregada em estudos com componentes sanguineos
desde o inicio da década de 1970 (ATKINS, 2017). Trata-se de uma técnica analitica
capaz de fornecer informacGes sobre os modos vibracionais moleculares de proteinas,
acidos nucléicos, lipidios e carboidratos, e outros componentes bioquimicos presentes no
sangue (PEZZOTTI, 2021). Esta revisao apresenta a aplicacdo da espectroscopia Raman
em estudos com hemacia humana, a fim de sintetizar informacdes acerca dos aspectos
tecnoldgicos, bem como caracteristicas espectrais Raman de hemécias saudaveis e
alteradas em decorréncia de doengas e outras causas, identificadas em estudos com

diferentes propdsitos de investigacao.

METODOLOGIA

Este estudo apresenta uma reviséo integrativa da literatura, com objetivo de reunir
informacBes acerca da temadtica de interesse, partir da literatura cientifica. Esta
modalidade de revisdo possibilita integrar os resultados de pesquisas e descrever o
conhecimento no seu estado atual, proporcionando aos pesquisadores dados relevantes de
um determinado assunto, em diferentes lugares e momentos, mantendo-os atualizados e
facilitando aplicacBes de métodos investigativos em pesquisas (PARE et al., 2015;
CASARIN et al.,2020).

Para o presente estudo foi realizado levantamento da literatura nas bases de dados
PubMed, LILACS, Scielo e Cochrane, utilizando descritores combinados: “hemacia”,
“espectroscopia Raman” e “hemoglobina”, e correspondentes em inglés: “red blood
cells”, “Raman spectroscopy” e “hemoglobin”. Para a sele¢do dos artigos foi aplicado
filtro avancado para busca por artigos originais nos idiomas Portugués e Inglés,
publicados nos ultimos dez anos, com texto disponiveis na integra. Apés identificacdo
dos artigos, foi realizada a leitura dos resumos e excluidos todos os artigos duplicados,
revisdes de literatura, estudos que utilizaram amostras de sangue total, estudos com

heméacias de animais e aqueles que ndo descreveram o0s parametros técnicos da
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espectroscopia Raman. Os artigos pré-selecionados foram lidos na integra a fim de analise
detalhada do material. Por se tratar de uma tematica especifica com nimero reduzido de
publicacdes disponiveis, artigos cientificos anteriores ao ano 2014 foram citados apenas
qguando essenciais para 0 avango da discussdo de determiandos pontos especificos. A
figura 1 ilustra as etapas realizadas na presente revisdo integrativa da literatura a fim de

sistematizar a busca pelas informagdes.

Figura 1 - Etapas realizadas para a revisao integrativa da literatura

Artigos identificados por meio da busca nas
bases de dados: n =109

U

Artigos duplicados: n=13

Excluséo dos artigos:

v revisoes de literatura: n = 15;

v estudos com sangue total; n = 41;
v/ estudos com animais: n = 17.

Leitura dos resumos:
n=96

na integra: n = 23 A L
8 descreverem parametros técnicos da
espectroscopia Raman: n=13

Artigos incluidos na
revisao integrativa
da literatura: n=10

Ao pusllles it } Artigos excluidos por nao

Fonte: Elaborado pelos autores, 2024.
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RESULTADOS

O levantamento inicial identificou 106 artigos. A partir desta pré-selecdo, 13
artigos foram excluidos por apresentarem duplicacdo nas bases de dados, restando 96
artigos que tiverem seus resumos e metodologia (materiais e métodos) analisadas. Apos
andlise, 73 artigos foram excluidos por se tratarem de revisdes de literatura, analises com
amostras de sangue completo ou estudos com animais. Os 23 artigos restantes foram lidos
na integra, quando outros 13 artigos foram excluidos por ndo apresentaram detalhamento
da técnica analitica utilizada no estudo. Portanto, finalmente 10 artigos foram
selecionados e subsidiaram o desenvolvimento desta reviséo de literatura.

O quadro 1 apresenta um resumo descritivo dos artigos incluidos para o
desenvolvimento desta revisao, com autor(es), ano de publicacdo em ordem crescente,
objetivo do estudo, tipo de amostra utilizada, descricdo do comprimento de onda de

excitacdo, poténcia do laser e tecnologia(s) acoplada(s) ao sistema Raman.

Quadro 1: Artigos publicados que foram incluidos no presente estudo, com aplicagdo da
espectroscopia Raman no estudo de hemécias humanas.

Autor (es) Ano de Objetivo do Amostra Laser Poténcia Tecnologia(s)
publicagdo estudo do laser acoplada(s) e/ou
acrescidas ao
sistema Raman
Linetal. Investigacéo da Membrana celular de Microscopio optico
variacdo lipidica hemécias obtida de com camera de
[1] 2014 em membrana de concentrado livre de 785 nm 1 mw video
hemécias de plasma e leucdcitos
diabéticos tipo Il
Avaliar danos em hemacias em sangue Microscopio optico
heméceas diluido em DPBS com camera de
Oliveira et al. 2014 saudaveis (Dulbecco 785 nm 10 mW video e sistema de
aprisionadas Phosphate-Buffered pinca Gtica
[2] (isoladas) com Salina)
aplicacdo de
diferentes
poténcias do laser
Filho et al. 2014 Avaliar diferencas ~ Hemoglobina obtida 830 nm - N&o se aplica
espectrais Raman da hemdlise de
[3] da hemoglobina S hemaécias
(anemia
falciforme)
Chen et al. 2016 Avaliar heméacias  Gotas de concentrado 785 nm 30 mW Microscopio optico
infectadas por de hemacias secas e técnica de
[4] Plasmodium em condigOes de espectroscopia
falciparum ambiente ao ar livre Raman amplificada
(maléria) por superficie com

nanoparticulas
(AgNRs)
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Jiaetal.

(5]

2018

Caracterizar
espectros Raman
de hemécias de
pacientes com
talassemia beta

hemacias separadas
do plasma por
centrifugacdo em
solugdo salina

780.24 nm

20mwW

Microscopio optico
com camera de
video e sistema de
pinca dtica

Diniz et al.

(6]

2019

Caracterizar o
perfil eritrocitario
de portadores de
anemia falciforme

hemacias analisadas
a partir de esfregaco
de sangue preparados
logo apo6s coleta de
sangue

532 nm

5% da
poténcia
do laser

(26,6

mwW)

Microscopio 6ptico
com camera de
video

Mithun et al.

[7]

2020

Investigar o
comportamento de
hemécias em
pacientes que
receberam solugdo
de hidroxietilamido
(HES) para
restauracédo de
volume do plasma

hemacias diluidas em
solucéo de
plasma/HES

785 nm

7 mW

Microscopio 6ptico
com camera de
video e sistema de
pinca dtica

Lukose et al.

(8]

2020

Investigar o
impacto na
tonicidade
extracelular de
hemacias no uso de
fluido hipoténico e
hiperténico
intravenoso

Hemécias dispersas
em fluido hipotdnico
e hipertdnico
intravenoso

785 nm

7 mW

Microscopio optico
com camera de
video e sistema de
pinca dtica

Lenzi et al.

[09]

2021

Analisar assinatura
bioquimica do
envelhecimento de
hemécias saudaveis

hemécias analisadas
por meio de
esfregaco preparado
com eritrocitos
diluidos em plasma

532 nm

2 mW

Microscopio 6ptico
com camera de
video

Sanu et al.

[10]

2022

Investigar
espectros Raman
em hemacias de

pacientes

infectados com
dengue, maléria e
leptospirose

hemacias separadas
do plasma e diluidos
em solucdo salina
tamponada com
fosfato

785 nm

10 mwW

Microscopio optico
com camera de
video e sistema de
pinca Gtica

Sanu et al.

[11]

2024

Investigar
hemacias de
pacientes com
ictericia

Suspenséo de
hemaécias em Solucéo
salina tamponada
com fosfato

785 nm

10 mwW

Microscopio optico
com camera de
video e sistema de
pinca Gtica

Fonte: Elaborado pelos autores, 2024.

A tabela 1 apresenta as principais bandas Raman identificadas pelos autores em

hemécias saudaveis, cujos os resultados foram usualmente utilizados como padrédo de

comparagdo com as bandas identificadas em hemécias alteradas em decorréncia de

doencas e outras causas. O estudo de Lin et al. (2014), investigou somente a membrana

celular de hemacias, isoladamente, cuja predominanicas de bandas Raman foram

atribuidas aos componentes lipidicos e proteicos.
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Tabela 1 - Principais bandas Raman de hemacias saudaveis ou componentes da hemécia

(membrana celular e hemoglobina) de acordo com os estudos incluidos no presente estudo.

Bandas Raman (cm?)

Laser (nm) 512 ~532| Laser (nm) 780 ~785

- 565
747 747 ~754

- 788
- 975
1.000 999 ~1.003
1.080 -
1.127 ~1.130 1.127
- 1.222 ~1.223

1.244 ~1.247 1.244 ~1.247
1.258 1.258

- 1.264 ~1.265
- 1.296
1.373 1.373
- 1.389
- 1.524

- 1.544 ~1.546
- 1547
- 1.554

- 1.561 - 1.565
1.585 1.585
- 1.599

- 1.602 ~1.603

- 1.617 ~1.621

- 1.636 ~1.639
- 1.640
- 1.656

- 2.850
- 2.885
- 2.935

Fonte: Elaborado pelos autores, 2024.

Legenda: v = Estiramento; 6 = Deformacdo angular; vs Estiramento simétrico; va Estiramento

antissimétrico.

Assinatura molecular

v(Fe-02)
v(modo respiracéo pirrdlica), triptofano
v(modo de respiracdo pirrélica)
Glutationa
Fenilalanina
Modo flexdo C-C (lipidio)

v(C-metil) &cido graxo saturado, L-valina

C—H (metina)
Amida Il (colageno)
Amida Il (colageno)
Amida I11 (colageno)
3(CHy) acido graxo saturado
vs(pirrdlico), glutationa
Vibragdo grupo pinrrélico
Vibragdo grupo pinrrélico
Modo de flexdo CH2 e C-C (amido II)
Modo de vibracédo do acido glutdmico
Modo de vibragdo triptofano
v(Cg - Cp) Hemoglobina
va(C, - Cm), Fenilalanina
Estiramento C=0 (Amida I)
Modo flex&o C=C (fenilalanina/tirosina)
v(C=C), Fenilalanina
va(C=C)
Amida |
Amide I, v(C=0), v(C=N) + 3(NH>)

vs(CH>)
va(CHy)
vs(CHs)

Autores

[4,7]

[5,7,8,09,11]

[10, 11]
[10, 11]
[1,2,7,9]
[9]

[5, 9]

[5, 7,8, 11]

[2,4,9]
[6, 9]
[1]

[1]

[3, 4,6, 9]
[10]
[10, 11]
[2,5,6,7]
[3]

[4]

[5, 6]
[4]

[4]
[6]

[3, 6, 7]
[5, 7]
[10, 11]
[1]

[1]

[1]
[1]

As tabelas 2 e 3 apresentam as principais caracteristicas espectrais das bandas

Raman identificadas pelos autores em hemaceas alteradas em decorréncia de doencas ou

outras causas.
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Tabela 2 - Caracteristicas espectrais Raman de hemécias alteradas em decorréncia de doengas

de acordo com os estudos incluidos no presente estudo.

Bandas Raman
(cm™)
565
663
723
748 ~ 752
788
840
882
890 ~ 945
951
975
999 ~1.003
1.025
1.049
1.080 ~1.087
1.123~1.127
1.165~1.175
1.212~1.213
1.222 ~1.124
1.230 ~1.240
1.246 ~1.248
1.258
1.264 ~1.265
1.296
1.368 ~1.370
1.373
1.375
1.389
1.445 ~1.448
1.460
1.524
1.544 ~1.546

Diabetes

(membrana
das
hemacias)
Anemia
falciforme

E ©
£2 |3
|_

I

T

I

7

7

T

T

I

!

nova

- — — >

R e I e S

Dengue

!

nova

— o o o = o~ o >

Leptospiros

!

nova

Ictericia

D T T e T

Autores

[10]

[10]

[3]

[4, 10, 11]
[10, 11]
[4]

[3]

(5]

[5]
[4,9, 10, 11]
[1,2, 10, 11]
[10, 11]
[10, 11]
[3, 10, 11]
[2,11]
[10, 11]
[2,5, 10, 11]
[10, 11]
(5]

[5, 11]
[10, 11]
[5, 10, 11]
[5]

[11]
[3.4]
[11]

[10, 11]
[1, 5]
[10, 11]
[10, 11]
[2,5, 10, 11]
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1.554 - - - 1 - - - [4]
1.561 ~1.563 - - - ) ) ) ) [10, 11]
1.547 - ) - - - - - [3]
1.599 - - - 1 - - - [4]
1.602 ~1.603 - - ) ) ) ) ) [5, 10, 11]
1.622 - ) - - - - - [3]
1.617 ~1.619 - - ) ) ) ) ) [5, 10, 11]
1.636 - - - ! ! ! ! [10, 11]
1.656 ! - - - - - - [1]
1.771 - - - - - - 1 [11]
2.850 ~2.873 1 - - - - - - [1]
2.935 ~2.965 0 - - - - - - [1]

Fonte: Elaborado pelos autores, 2024.
Notas e simbolos: - = banda Raman caracteristica de hemécia saudavel; 1 = intensidade aumentada;
| = intensidade dimunida; nova = nova banda Raman formada em decorréncia da doenca ou outras causas.

Tabela 3 - Caracteristicas espectrais Raman de hemécias alteradas em decorréncia de outras
causas (ndo doenca), de acordo com os estudos incluidos no presente estudo.

g o ) g 3 Q D z 3 8 % '-8
Bandas Raman ES g S3£ kS E5¢E g ‘—%

85 353ss Sgst £§%8 Autores
(cm) Ty SEgf SEgs g §

§° T8 8°° 8§ E
565 - l l ! [7.8,9]
674 - l - ! 8, 9]
752 - l - l [7, 8]
972 - - 1 - [7]
999 - ! - ! [7. 8]
1.085 l - - - [9]
1.122 - ! ! - [7.8]
1.130 l - - - [9]
1.209 - l - ! [7. 8]
1.222 - | - l [7.8]
1.244 - - 1 - [7]
1.302 - - ! - [7]
1.358 l - - - 9]
1.368 - - 1 l [7, 8]
1.370 l - - - [9]
1.372 — - - - [9]
1.384 - - 1 - [7]

1.585 - - - - [9]
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1.606 nova - - - [9]
1.638 ! - - - [9]

Fonte: Autores, 2024.

Notas e simbolos: - = banda Raman sem alteracdo; — = deslocamento da banda para frequéncias mais altas;
« = deslocamento da banda para frequéncias mais baixas; 1 = intensidade aumentada; | = intensidade
dimunida; nova = nova banda Raman formada em decorréncia da doenca ou outras causas; nao altera =
banda Raman permanece igual ao espectro da hemacia saudavel.

DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados no quadro 1, € possivel verificar
aplicacdes da espectroscopia Ramam na andlise de hemacias para diferentes propdsitos
de estudo. Evidentemente, o interesse e a necessidade dos pesquisadores determinam o(s)
componente(s) da hemacia a ser(em) investigados. Dybas et al. (2022) ressaltam que a
depender do proposito, e dos resultados esperados pela pesquisa, € determinante a escolha
de técnica(s) experimental(is) adequada(s). Destacam ainda que até 0 momento nenhuma
técnica de investigacdo disponivel fornece informacGes completas da morfologia e
funcionalidade das hemécias, ao mesmo tempo. Entende-se que cada técnica atualmente
disponivel para estudo das hemécias apresenta aspectos prds e contras, que devem ser
considerados no planejamento da metodologia de anélise. Considerando que a hemécia
madura é composta de membrana celular lipoproteica e citoplasma preenchido por
hemoglobina, cabe aos pesquisadores optar por estratégias que proporcionem amostra de
hemacia integra e/ou de seus componentes, isoladamente (ATIKS et al., 2017).

Referente aos aspectos tecnoldgicos da espectroscopia Raman aplicada em
estudos com hemaécias, verificou-se que na maioria dos estudos foi utilizado a excitacédo
do laser em 785 nm e baixa poténcia entre 1 e 30 mW. Popp e Schie (2019) ressaltam que
0s comprimentos de onda do laser mais comuns para espectroscopia Raman de células
eucaridticas sdo de 532 nm e 785 nm. No entanto, destacam que o laser com comprimento
de onda de 532 nm é mais propenso a excitar a fluorescéncia da amostra e causar danos
intracelulares em células vivas. Também, no caso de amostras desidratadas, pode resultar
na queima, mesmo utilizando poténcia moderada. Embora promova menor producéo de
sinal Raman, o laser com comprimento de onda em 785 nm é considerado pelos referidos
autores a melhor escolha para analise de células bioldgicas, uma vez que minimiza a
fluorescéncia e ndo causa degradacao térmica ou fotoquimica.

Ainda, de acordo com Magnus, Gunnar e Hakan (2020), sistemas de

espectroscopia Raman que utilizam lasers com comprimentos de onda mais curtos,
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possibilita a obtencdo mais forte do efeito Raman, com tempos de aquisi¢ao curtos. 1sso
pode resultar em uma alta relagdo sinal-ruido e fornecer excelente resolucéo espectral
com menor consumo de energia. Oliveira et al. (2014) demonstrou que a poténcia e 0
tempo de interacdo mais prolongados de lasers pode ocasionar mudancas significativas e
irreversiveis em hemacias. A energia depositada na hemacia durante a realizacdo da
espectroscopia Raman pode ocasionar esgotamento da membrana, desnaturacdo de
proteinas e privacdo de oxigénio, entre outros efeitos (POPP e SCHIE, 2019). Essas
informacdes reforcam que o emprego do laser com comprimento de onda de 785 nm
proporciona a utilizacdo de poténcias mais baixas no sistema Raman, que ajudam a
proteger amostras sensiveis, como hemacias e seus componentes, contra queima ou
ignicao.

Sobre as tecnologias acopladas ao sistema Raman, a microscopia Optica foi
utilizada na maioria dos estudos, sendo denominada micro-Raman. Trata-se de uma
ferramenta analitica em nivel de microescala, que proporciona avaliacdo de perfis
lipidicos e proteicos em células. Segundo Gouadec e Colomban (2007), a espectroscopia
micro-Raman é uma das principais técnicas que permite o estudo de misturas
heterogéneas de solidos organicos ou inorganicos em escala hanomeétrica. Observou-se
também o emprego da tecnologia de pinca dptica para estudo de hemaécias, isoladamente.
A pinca Gtica pode ser considerada uma variagdo da espectroscopia micro-Raman, e é
usada para analisar células isoladamente, ou particulas biologicas suspensas em um
ambiente aquoso (NAVAS-MORENO e CHAN, 2018). Permite manipular células ou
componentes ainda menores aproveitando o fato que a energia luminosa exerce forca
sobre um objeto na qual incide (BHUMIKA e SAURABH, 2024).

Também, cabe destacar a espectroscopia Raman amplificada por superficie, ou
espalhamento Raman aprimorado por superficie (SERS), tecnologia aplicada, por
exmeplo, no estudo de Chen et al. (20219), que empregou nanoparticulas de prata para
avaliar hemécias infectadas por Plasmodium falciparum (maléria). Trata-se de um
método que utiliza superficies metélicas nanoestruturadas ou asperas, cuja excitacdo a
laser aciona as cargas elétricas superficiais criando um campo elétrico aprimorado. E (til
para amplificar sinais Raman fracos, proporcionando aumento na contagem estatistica de
fotons espalhados disponiveis para deteccdo do sinal Raman (DING et al., 2014).

Sobre as caracteristicas espectrais Raman, cabe destacar que a analise de hemacias
integras proporciona a identificacdo de moléculas com base em espectros caracteristicos

unicos (ATKINS et al., 2017). sendo assim, alteracbes no sistema molecular podem
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ocasionar mudanga(s) de niveis de energia vibracional da molécula, uma vez que o
espectro de espalhamento Raman de uma célula depende fortemente de sua rede
metabdlica. Nos estudos incluidos na presente revisdo de literatura, verifica-se que o
espectro Raman de hemaécias saudaveis foi usualmente utilizada como referéncia nos
diferentes estudos que investigaram alteracdes das hemacias em decorréncia de doencas
e outras causas.

Considerando que a hemoglobina corresponde a cerca de 95% do peso das
hemacias, espera-se predominanica de bandas Raman atribuidas aos componentes
moleculares da proteina hemoglobina e das suas subunidades heme, que sdo altamente
conjugadas, sendo um forte dispersor do sinal Raman (ATKINS et al., 2017). Sendo assim,
0s espectros Raman das hemadcias integras apresentam predominéncia de bandas
carcteristicas da hemoglobina (assinaturas), conforme apresentado na tabela 1. Isto posto,
entende-se que alteracdes biomoleculares das heméacias em decorréncia de doencas e
outras causas, provoquem mudancas espectrais observadas em regiGes especificas,
sugerindo mudancas bioquimicas e biofisicas nos componentes moleculares das hemaécias,
conforme apresentada nas tabelas 2 e 3. Por exemplo, Lin et al. (2014) destacaram que na
diabetes tipo I, a membrana das hemacias apresentaram diminui¢do na quantidade de
acido graxo insaturado (reducdo da intensidade das bandas 1.445 e 1.656 cm™), devido a
oxidagdo em decorréncia da abudancia de radicais livres no sangue hiperglicémico.
Também, identificaram aumento na intensidade das bandas relativas ao colesterol (2.873,
2.935 e 2.965 cm™), e associaram tais achados ao aumento de algumas biomoléculas
especificas na membrana celular das hemacias de diabéticos, concluindo que o aumento
do teor de colesterol é uma caracteristica importante para diabetes II.

Filho et al. (2014) e Diniz et al. (2019), utilizaram a espectroscopia Raman para
discriminar a presenca de hemoglobina mutante (HbS) em amostras de hemacias de
pessoas com doenca facilforme. Estes autores identificaram que as bandas 882 e 1.373
cm ! apresentam maior intensidade nos espectros dos portadores da doenca, e sdo
atribuidos a valina. Ja as bandas em 1.547 e 1.622 cm™ atribuidas ao acido glutamico
apresentam consideravel diminuicdo nas intensidades. Estes resultados correspondem a
condicdo hereditaria da doenca, onde ocorre a substitui¢do do acido glutdmico pela valina
na cadeia beta da globina. Esta alteracdo genetica leva a formagdo da hemoglobina S
(HbS) e consequente polimerizacdo da hemoglobina e falcizacdo das hemacias.

Outros estudos demonstram mudangas nas caracteristicas espectrais das hemacias

na ocorréncia de doencas infecciosas, como identificado por Sanu et al. (2022) e Chen et
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al. (2016), com diminuicéo nas intensidades das bandas 565, 752, 999, 1.080, 1.222, 1.524,
1.544, 1.561, 1.602, 1.617, e 1.636 cm ™1, e aumento de intensidade nas bandas 975, 999,
1.049, 1.212, 1.246, 1.258, 1.264, 1.389 e 1.460 cm ™, quando comparado ao espectro de
hemacias saudaveis. Tais modificacfes espectrais ocorrem devido a presencga/acao do
agente infeccioso que modifica a membrana plasmatica e o interior da célula hospedeira,
aumentando a propor¢éo de fosfolipidio/colesterol, e exportando um grande nimero de
proteinas (CHEN et al., 2016). J& Mithun et al. (2020) e Lukose et al. (2020) investigaram
modificagdes bioquimicas em hemacias apos interacdo com substancias externas (fluido
intravenoso), sugerindo ocorréncia de desoxigenagdo, uma vez que a espectroscopia
Raman apresentou a banda em 564 cm, caracteristica do modo estiramento da ligagdo
Fe-O, apresentou importante reducdo na intensidade.

Sobre o envelhecimento das hemaécias, trata-se de um processo fisiologico
fundamental que garante a homeostase sanguinea adequada, equilibrando a producéo de
novas hemacias pelo organismo, ao mesmo tempo removendo hemacias envelhecidas.
Lenzi et al. (2021) utilizaram espectroscopia Raman para demonstrar as modificagdes
bioquimicas em hemacias ao longo do tempo, identificando deslocamento da banda
Raman em 1.372 cm caracteristica de hemacias completamente oxigenada para a banda
1.358 cm? caracteristica de hemacias completamente desoxigenada. Esses autores
também observaram a diminui¢do na razao de intensidade de pico das bandas 1.085/1.130
cm, e relacionaram o resultado com modificagdes na fluidez e aumento da rigidez da
membrana celular de hemacias mais antigas, assim como identificaram nas hemacias mais
velhas uma nova banda em 1.606 cm™, concordando com Wood, Tait e McNaughton
(2001) que atribuiram o surgimento da referida banda no espectro Raman de hemécias

desoxigenadas.

CONSIDERACOES FINAIS

A presente revisdo de literatura ndo intencionou discutir de forma pormenorizada
todos os aspectos tecnoldgicos e caracteristicas espectrais Raman identificadas nos
diferentes estudos incluidos na presente revisdo de literatura. No entanto, reuniu-se
informacdes que demonstram a versatilidade da espectroscopia Raman, com amplo
emprego nas investigacdes que requerem evidéncias em nivel molecular das hemacias. A
espectroscopia Raman, auxiliada por diferentes tecnologias acopladas ao sistema Raman,
permite maior compreensdo da hemogobina, membrana celular e demais componentes

das hemécias, sob diferentes condi¢des, possibilitando a identificacdo das caracteristicas
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espectrais moleculares de hemacias saudaveis e hemacias alteradas em decorréncia de

doencas e outras causas.
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