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RESUMEN

TITULO: OBSERVACION DEL EFECTO DE CAMPO CARCINOGENICO EN TE-
JIDO MAMARIO POR MEDIO DE ESPECTROSCOPIA RAMAN!.

AUTOR: ANGELA PATRICIA HERNANDEZ VARGAS 2

PALABRAS CLAVE: TEJIDO MAMARIO, ESPECTROSCOPIA RAMAN, EFEC-
TO DE CAMPO CARCINOGENICO.

DESCRIPCION:

En esta investigacion se realizO un mapeo espectral sobre tejido mamario mediante
espectroscopia Raman con el fin de observar el efecto de campo carcinogénico. Se es-
tudiaron muestras de tejido mamario embebido en parafina montado sobre placas de
vidrio, correspondientes a dos sujetos diferentes, las cuales presentan zonas histopa-
tologicamente normales y tumorales. Las muestras fueron excitadas con un laser de
longitud de onda de 785 nm y los espectros fueron adquiridos en un rango de 600 a
1800 ¢m ™!, cada muestra se midi6 en 6 zonas patolégicas diferentes, 3 zonas pertene-
cientes a tejido normal y 3 zonas concernientes a tejido tumoral, para cada zona se
tomaron y promediaron tres espectros con el fin de reducir el nivel de ruido. Los espec-
tros obtenidos fueron procesados aplicando la correccion de linea base y normalizados
para que compartieran el mismo rango de intensidades, luego se identificaron los picos
o bandas Raman sobresalientes en el espectro de cada muestra y se realizdé un andlisis
comparativo con distintas investigaciones reportadas en la literatura que estudiaron te-
jido mamario por espectroscopia Raman. Este andlisis permitié identificar que algunas
bandas Raman pertenecen a los compuestos empleados en el proceso de preparacién de
la muestra (hematoxilina, eosina, xilol, etanol y parafina) y otras son bandas Raman
propias de tejido, estas tltimas segin lo reportado en la literatura estan presentes solo
en tejido cancerigeno, sin embargo, en los espectros obtenidos en esta investigacion tam-
bién aparecen en tejido normal, lo que comprueba que el tejido aparentemente normal
presenta los mismos cambios del tejido cancerigeno, evidenciando la existencia de un

efecto de campo carcinogénico en las muestras estudiadas.

!Trabajo de grado.
2Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Directora: Janeth Ferndndez Pinto, Codirector: David
Alejandro Miranda Mercado, Asesor médico: Olga Mercedes Alvarez Ojeda.
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ABSTRACT

TITLE: OBSERVATION OF THE FIELD CANCERIZATION EFFECT IN MAM-
MARY TISSUE THROUGH RAMAN SPECTROSCOPY?.

AUTHOR: ANGELA PATRICIA HERNANDEZ VARGAS *

KEY WORDS: MAMMARY TISSUE, RAMAN SPECTROSCOPY, FIELD CAN-
CERIZATION EFFECT.

DESCRIPTION:

In this research, a spectral mapping on mammary tissue was performed through Raman
spectroscopy in order to observe the field cancerization effect . We studied samples of
breast tissue embedded in paraffin mounted on glass plates, corresponding to two diffe-
rent subjects, which present histopathologically normal and tumor areas. The samples
were excited with a wavelength laser of 785 nm and the spectra were acquired in a
range of 600 to 1800 em ™!, each sample was measured in 6 different pathological zones,
3 zones of normal tissue and 3 zones of tumor tissue, for each zone three spectra were
taken and averaged in order to reduce the noise level. The spectra obtained were pro-
cessed applying the baseline correction and normalized for they share the same range
of intensities, later the Raman peaks or bands were identified in the spectrum of each
sample and a comparative analysis was made with different investigations reported in
the literature where studied mammary tissue by Raman spectroscopy. This analysis
allowed to identify that some Raman bands belong to the compounds used in the sam-
ple preparation process (hematoxylin, eosin, xylol, ethanol and paraffin) and others are
tissue-specific Raman bands, these last as reported in the literature are present only
in carcinogenic tissue, however, in the spectra obtained in this research also appear in
normal tissue, which proves that apparently normal tissue presents the same changes of
the cancer tissue, evidencing the existence of a field cancerization effect in the samples
studied.

3Bachelor Thesis.
4Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Directora: Janeth Ferndndez Pinto, Codirectores: David
Alejandro Miranda Mercado y Olga Mercedes Alvarez Ojeda.
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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad causada por cambios genéticos y epigenéticos, los cuales
alteran el funcionamiento de las células, especialmente la forma como crecen y se divi-
den’®. Esta enfermedad se ha convertido en una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad en todo el mundo de acuerdo con las cifras publicadas por la TARC (In-
ternational Agency for Research Cancer), la cual prevé que los casos anuales de cancer
aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 millones en las préximas dos décadas®. Segtin
datos de la TARC uno de los tipos de cancer que causa mas defunciones en el mundo es
el cancer de mama, en 2012, este tipo de cancer fue diagnosticado como el mas frecuente
en la mujer’. En Colombia el cdncer de mama es una enfermedad que va en ascenso,
segin la Subdireccién de Enfermedades No Transmisibles (ENT) del Ministerio de Sa-
lud y Proteccién Social, esta enfermedad es un problema de salud publica debido a que

anualmente fallecen 2.649 mujeres.

Teniendo en cuenta las altas tasas de incidencia y mortalidad del cancer de mama a ni-
vel mundial y en nuestro pais, es necesario aportar al conocimiento de esta enfermedad.
Una forma de contribuir en la comprension del cancer es investigar la proliferacion de
las transformaciones en el tejido que conducen a un estadio neoplasico avanzado me-
diante el estudio del efecto de campo carcinogénico FCE81?. Este efecto fue propuesto
por Slaughter y colaboradores en 1953, para explicar la apariciéon de varios tumores y
la recurrencia del cancer oral. Segtiin Slaughter el carcinoma epidermoide del epitelio
oral origina un proceso de cancerizacién de campo, en el que un area del epitelio ha

sido preacondicionada por un agente carcinogénico generando un cambio irreversible

SALATORRE, Alfredo. ; Qué es el cincer? Random House Espafa, 2004, pag. 15. ISBN:
9789706437754.

STORRE, Lindsey A y col. «Global cancer statistics, 2012». En: CA: a cancer journal for clinicians
65.2 (2015), pag. 87.

"Ibid., pag. 97.

8DAKUBO, Gabriel D y col. «Clinical implications and utility of field cancerization». En: Cancer
cell international 7.1 (2007), pag. 2.

RIVENBARK, Ashley G y COLEMAN, William B. «Field cancerization in mammary carcinoge-
nesis—implications for prevention and treatment of breast cancer». En: Experimental and molecular
pathology 93.3 (2012), pags. 391-398.

ORADOSEVICH, Andrew J y col. «Ultrastructural alterations in field carcinogenesis measured by
enhanced backscattering spectroscopy». En: Journal of Biomedical Optics 18.9 (2013), pag. 097002.
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en las células de dicha area, provocando la aparicion de cancer en multiples puntos, la
aparicion de estos puntos de cdncer sugiere que existe una conexiéon entre ellos a pesar
de su distanciamiento, por lo cual es evidente un efecto que se propaga por el tejido

produciendo la reaparicién de células anormales'?.

El concepto actual del efecto de campo carcinogénico implica que en tejido histopato-
logicamente normal se encuentren zonas con las mismas alteraciones bioquimicas que
el tejido anémalo, es decir, los cambios bioquimicos presentes en células cancerigenas
se extienden a zonas aledafias al tejido anormal'?. Recientemente, se ha formulado que
este efecto ocurre a nivel del microambiente, en el cual las células anormales modifican
la senalizacion celular del tejido haciendo que las células normales circundantes produz-
can los niveles de oxigeno necesario para el crecimiento del tumor, esto se conoce como
el efecto de amplificacién de anomalias bioquimicas por FCE!3. El estudio de los cam-
bios a nivel microscépico asociados al FCE que ocurren en el proceso de transformacion
del tejido, se puede realizar implementando técnicas épticas que permitan detectar di-
chos cambios. La espectroscopia Raman es una técnica que posibilita la observacion de
cambios en los modos vibracionales de las moléculas'* ante la presencia de anomalias'®

asociadas a tejido neoplésico'®.

Conociendo las ventajas de la espectroscopia Raman en el estudio de la composicién
del tejido y la importancia de estudiar el efecto de campo carcinogénico, se planted

esta investigacion en la cual se realiza un mapeo espectral mediante microscopia Ra-

HUSLAUGHTER, Danely P; SOUTHWICK, Harry W y SMEJKAL, Walter. «“Field cancerization”
in oral stratified squamous epithelium. Clinical implications of multicentric origin». En: Cancer 6.5
(1953), pdgs. 963-968.

2TRUJILLO, Kristina A y col. «Markers of field cancerization: proposed clinical applications in
prostate biopsies». En: Prostate cancer 2012 (2012).

BBFERNANDEZ, Janeth y col. «Could field cancerization be interpreted as a biochemical anomaly
amplification due to transformed cells?» En: Medical hypotheses 97 (2016), pags. 107-111.

MTFAYLI, Ali y col. «Digital dewaxing of Raman signals: discrimination between nevi and mela-
noma spectra obtained from paraffin-embedded skin biopsiesy. En: Applied spectroscopy 63.5 (2009),
pags. 564-570.

SDEHGHANI-BIGDOLI, Zohreh y col. «Common Raman Spectral Markers among Different Tissues
for Cancer Detectiony. En: Iranian Journal of Medical Physics 11.4 (2014), pags. 308-315.

IFENG, Shangyuan y col. «Surface-enhanced Raman spectroscopy of saliva proteins for the noninva-
sive differentiation of benign and malignant breast tumors». En: International journal of nanomedicine
10 (2015), pag. 537.
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man de muestras de tejido mamario histopatologicamente normal y anormal de dos
sujetos diferentes, con el fin de visualizar alteraciones en el tejido asociadas al efecto
de campo carcinogénico. Los resultados obtenidos en esta investigacion, se muestran en
el presente documento el cual estda organizado en 4 capitulos, de la siguiente manera:
El primer capitulo presenta la fundamentacion tedrica de la morfologia y el cdncer de
mama, las técnicas diagnoésticas de cancer de mama, el concepto del efecto de Cam-
po Carcinogénico, todo lo relacionado con espectroscopia Raman y el fundamento de
nuestra investigacion. El segundo capitulo muestra la metodologia implementada para
la toma de las medidas Raman sobre el tejido en estudio. El tercer capitulo exhibe los
resultados obtenidos del proceso de mediciéon junto con el analisis correspondiente y

finalmente se presentan las conclusiones de este proyecto de investigacion.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

En este capitulo se introducen los conceptos principales necesarios para estudiar el tejido
mamario con la técnica de espectroscopia Raman: en la primera seccion, se presenta
la morfologia de la mama y el cancer de mamas segiin su clasificacion, en la segunda
seccion se presentan las técnicas diagnoésticas del cancer de mamas, en la tercera seccion
se explica el efecto de campo carcinogénico, en la cuarta seccion se presenta todo lo

concerniente a la espectroscopia Raman, y por tltimo, se presenta nuestra investigacion.

1.1. MORFOLOGIA DEL TEJIDO MAMARIO Y CANCER DE MAMA

La glandula mamaria esta conformada por diferentes tipos de tejidos, que van de tejido
muy adiposo a tejido muy denso. Dentro del tejido, se encuentra una red de lobulos,
cada uno de los cuales esta formado por pequenas estructuras tubulares llamadas lo-
bulillos encargados de producir leche. Tubos delgados llamados conductos se encargan
de transportar la leche desde los lobulillos al pezén ubicado en el centro de la areola.
La mama también contiene vasos sanguineos y vasos linfaticos los cuales nutren las
células y drenan los productos de desecho corporal. Los vasos linfaticos confluyen en
pequenas formaciones redondeadas denominadas ganglios linfaticos que ayudan a com-
batir las infecciones. La mama ademas contiene grasa y tejido conjuntivo, los cuales le

proporcionan consistencia y volumen'(ver figura 1).

INSTITUTO-NACIONAL-DE-CANCER. Cdncer de mama. (en linea). EE.UU. 2015. (Recupera-
do en 20 noviembre 2017). Disponible en https://www.cancer.gov/types/ breast.
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Figura 1: Anatomia de la mama femenina
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Fuente: INSTITUTO-NACIONAL-DE-CANCER. Cédncer de mama. (en li-
nea). EE.UU. 2015. (Recuperado en 20 noviembre 2017). Disponible en
https://www.cancer.gov/types/ breast

Segun la American Cancer Society “el cancer de mama se origina cuando las células
en el tejido mamario comienzan a crecer en forma descontrolada, estas células normal-
mente forman un tumor que a menudo se puede observar en una radiografia o se puede
palpar como una protuberancia, el tumor es maligno si las células pueden crecer pe-
netrando los tejidos circundantes o propagandose (hacer metéstasis) a areas distantes
del cuerpo”. Existen diferentes tipos de cancer de mama, sin embargo, la mayoria de
ellos estdn clasificados como: in situ, o invasivos y los mas comunes segin la American
Cancer Society son: Carcinoma ductal in situ, Carcinoma ductal invasivo o infiltrante,

Carcinoma lobulillar in situ, carcinoma lobulillar invasivo o infiltrante?:

» Carcinoma ductal in situ (ductal carcinoma in situ, DCIS), también cono-
cido como carcinoma intraductal, se considera un cancer de seno no invasivo o

preinvasivo. Las células que cubren los conductos han cambiado y lucen como

2AMERICAN-CANCER-SOCIETY. Tipos de cincer de seno. (en linea). EE.UU. 2018. (Recu-
perado en 19 enero 2018). Disponible en https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-seno/compren
sion-de-un-diagnostico-de-cancer-de-seno/tipos-de-cancer-de-seno.html.
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células cancerosas, sin embargo, no se han propagado a través de las paredes de
los conductos hacia el tejido que rodea el seno. El DCIS se considera un precancer
porque en algunos casos se puede convertir en un cancer invasivo. Sin embargo,
actualmente, no existe una buena manera de saber cudles casos se convertiran en

canceres invasivos y cuéles no.

» Carcinoma ductal invasivo o infiltrante (invasive ductal carcinoma, IDC), es
el tipo mas comin de cancer de seno. Este cancer comienza en un conducto lacteo
del seno, penetra a través de la pared del conducto y crece en el tejido adiposo del
seno. En este punto puede tener la capacidad de propagarse (hacer metastasis)
hacia otras partes del cuerpo a través del sistema linfatico y el torrente sanguineo.
Aproximadamente ocho de 10 de los canceres invasivos del seno son carcinomas

ductales infiltrantes.

» Carcinoma lobulillar in situ (lobular carcinoma in situ, LCIS), también se le
denomina neoplasia lobulillar. Este cambio del seno no es un cancer, aunque el
nombre puede causar confusién. En el LCIS, las células con aspecto de células
cancerosas crecen en los lobulillos de las glandulas productoras de leche del seno,

pero no atraviesan la pared de los lobulillos.

» Carcinoma lobulillar invasivo o infiltrante (invasive lobular carcinoma, ILC),
comienza en las glandulas productoras de leche (lobulillos). Al igual que el IDC,
puede propagarse (hacer metéstasis) a otras partes del cuerpo. Aproximadamente
uno de cada 10 de los canceres invasivos del seno es un ILC. El carcinoma lobuli-
llar invasivo puede ser mas dificil de detectar por mamograma que el carcinoma

ductal invasivo.

Para detectar los distintos tipos de cancer o las alteraciones presentes en el tejido
mamario, se utilizan diversas técnicas que se describiran en la seccion que se presenta

a continuacion.
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1.2. TECNICAS DIAGNOSTICAS DE CANCER DE MAMA

Para realizar un diagnostico del tejido mamario se emplean diferentes técnicas las cuales
actualmente se pueden clasificar en tres tipos, las tradicionales, las nuevas técnicas en
formacion de imagenes que no son actualmente implementadas en el sistema de salud
en Colombia, y las técnicas funcionales, las cuales miden algiin tipo de propiedad fisica

y/o quimica dentro del tejido.

1.2.1. técnicas tradicionales Las técnicas de deteccién de cdncer de mama

mas utilizadas en nuestro pais son:

Primero, la autoexploracion de mamas, la cual consiste en palpar el tejido de la mama
de forma regular, esta es una buena manera de detectar el cancer de mama en un estadio

temprano, este tipo de examen debe realizarse por lo menos una vez al mes.

Segundo, la mamografia, la cual es una técnica de radiologia basada en los distintos
grados de absorcion de los rayos X por los diferentes componentes en los tejidos blandos
de la mama, es una herramienta que sirve no solo para detectar el cancer de mama sino
también para diagnosticar y evaluar esta enfermedad. Es una técnica aplicable solo a
mujeres mayores de 40 anos y como cualquier examen médico implica riesgos, como lo
es el que la prueba muestre erroneamente un posible tumor; esto se denomina un falso

positivo, este hecho se presenta en el 10 al 15 porciento de los casos?.

Tercero, la resonancia magnética (IRM), es una tecnologia que utiliza imanes y ondas
de radio para generar imagenes transversales de alta definicién del interior del cuerpo, la
IRM de mama se aplica para el control de mujeres con alto riesgo de cancer de mama,
con el fin de obtener més informaciéon sobre una zona sospechosa que fue detectada
en una mamografia. Esta técnica se usa para tratar de visualizar pequenas masas,

especialmente en el caso de mujeres que tienen tejido mamario muy denso. Sin embargo,

SBREASTCANCER.ORG. Andlisis para detectar el cdincer de mama: deteccién, diagnds-
tico y control. (en linea). EE.UU. 2016. (Recuperado en 20 enero 2018). Disponible en
http://www.breastcancer.org/es/sintomas/analisis/tipos.
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las IRM tienen un indice mas alto de resultados falso positivo.

Cuarto, la biopsia, es una operacion que se hace para extraer tejido de una zona es-
pecifica que resulta sospechosa después de un estudio por imagenes, un patélogo es el
encargado de analizar la muestra de tejido para ver si hay células cancerosas o no, si
el patologo detecta la presencia de cancer, procede a analizar sus caracteristicas. Otras
pruebas pueden indicar la presencia de cdncer, pero solo una biopsia permite formular

un diagndstico definitivo?.

1.2.2. nuevas técnicas Actualmente se estan desarrollando nuevas técnicas por
iméagenes para la deteccion de cancer de mama, sin embargo, se requiere tiempo para
saber si cualquiera de estas técnicas resulta mas eficaz o mejor que las utilizadas en la

actualidad®.

Hay un tipo de mamograma nuevo conocido como tomosintesis del seno o mamografia
en 3D, el cual emplea un equipo que toma muchas radiografias a medida que se mueve
sobre el seno empleando bajas dosis de radiacién, una computadora retine las imagenes
en una imagen tridimensional. Un mamograma puede detectar el cdncer de seno en
sus etapas tempranas, cuando es pequenio y aun antes de que se pueda palpar una
protuberancia, los dos tipos principales de cambios en los senos que se encuentran con

un mamograma son las calcificaciones y las masas.

También existe la imagen diagndstica molecular del seno (MBI) es un estudio en el cual
se inyecta un quimico radiactivo en la sangre, y se utiliza una camara especial para
verlo en el seno. En la actualidad, este estudio se evaltia como una forma para darle
seguimiento a una protuberancia o anomalia vista en un mamograma. También se esta

evaluando como un estudio que puede utilizarse para detectar cancer en mujeres con

4ASCOCANCER.NET. Cédncer de mama: Diagndstico. (en linea). EE.UU. 2016. (Recuperado en 19
enero 2018). Disponible en https://www.cancer.net/es/tipos-de-cancer/ cancer-de-mama,/diagnostico.

SAMERICAN-CANCER-SOCIETY. Estudios por imdgenes de seno recientes y eax-
perimentales. (en linea). EE.UU. 2018. (Recuperado en 20 enero 2018). Disponible en
https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-seno/pruebas-de-deteccion-temprana-del-cancer-de-
seno/estudios-experimentales-por-imagenes-para-los-senos.html.
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senos densos. La desventaja principal es que expone todo el cuerpo a radiacién.

La mamografia por emision de positrones (PEM) es un estudio por imégenes del seno
en el cual una forma de aztcar unida a una particula radiactiva se inyecta en la sangre
para detectar células cancerosas. La PEM puede que sea mejor en la deteccion de
agrupaciones pequenas de células cancerosas en el seno. Al igual que la MBI, este
estudio expone todo el cuerpo a radiacion, asi que es poco probable que sea un examen

que pueda utilizarse cada ano para la deteccion de cancer de seno.

Otra técnica en estudio es la elastografia la cual se basa en la idea de que los canceres
de seno tienden a ser mas firmes y mas rigidos que el tejido circundante del seno. Para
este estudio, se comprime ligeramente el seno para que la ecografia pueda mostrar cuan
firme es un area sospechosa. Este estudio podria ser 1til al indicar si el area es mas

probable que sea cancer o un tumor benigno.

1.2.3. técnicas funcionales Como técnicas funcionales para la deteccién de
cancer de mama que se encuentran ain en investigacion, estan las técnicas eléctricas
que estudian las propiedades eléctricas del tejido al interactuar corriente con este, la
tomografia de impedancia eléctrica (EIT) hace parte de este grupo de técnicas, consiste
en escanear los senos para medir su conductividad eléctrica, se basa en la idea de que
las células cancerigenas conducen electricidad de forma distinta a como lo hacen las
células normales. En la prueba se aplica una corriente eléctrica (que varia a distintas
frecuencias) muy pequena a través del seno que luego es detectada sobre la piel de este,
esto se realiza con electrodos pequefios que se colocan sobre la piel. Sin embargo, hasta
el momento no se han realizado suficientes pruebas clinicas para que se pueda usar en

pruebas de deteccién del cadncer de seno®.

Otro tipo de técnicas funcionales son las técnicas 6pticas, las cuales permiten medir
caracteristicas funcionales y morfoldgicas del tejido. Dentro de este grupo se encuentra la

tomografia dptica difusa (DOT), una técnica rapida y no invasiva, la cual usa luz difusa

SDEAN, DA y col. «Electrical impedance spectroscopy study of biological tissues». En: Journal of
electrostatics 66.3-4 (2008), pags. 165-177.

22



que penetra los tejidos en diferentes proyecciones para producir imagenes tomograficas,
proporcionando informacién sobre la absorciéon y dispersion de la luz, esta técnica es 1til
a la hora de detectar aumento en la vascularizacién sanguinea asociada a la alimentacion
de los tumores”. Otra técnica éptica es la termografia de mama también llamada imagen
térmica, mediante la cual se mide la temperatura de la piel en la superficie mamaria,
se fundamenta en la idea de que el tumor aumenta el flujo sanguineo y metabolismo lo

que conlleva al aumento de temperatura en la piel®.

La espectroscopia Raman es otra técnica éptica que se ha empleado para el estudio del
cancer de mama, es una técnica no destructiva, es decir, no altera el material que se
desea analizar, y estudia tejido exvivo, en otras palabras, tejido que ha sido extraido
de la mama por medio de una biopsia. Esta técnica proporciona informacién quimica

y estructural de un material posibilitando de esta manera su identificacién®

, en cuanto
al estudio de tejido la espectroscopia Raman permite observar diferencias bioquimicas
entre tejido normal y anormal'’, detectando cambios en los modos vibracionales de los

componentes del tejido ante la presencia de anomalias asociadas a tejido neoplésicol!.

Actualmente, la investigacién en deteccién temprana de cancer no solo se enfoca en el
desarrollo e implementacion de nuevas técnicas, sino que se ha direccionado hacia el
estudio del desarrollo de las anomalias presentes en el tejido, las cuales corroboran la

existencia del efecto de campo carcinogénico.

"NIOKA, S y CHANCE, B. «NIR spectroscopic detection of breast cancer». En: Technology in
cancer research & treatment 4.5 (2005), pags. 497-512.

SFAUSTINO-ROCHA, Al y col. «Ultrasonographic, thermographic and histologic evaluation of
MNU-induced mammary tumors in female Sprague-Dawley rats». En: Biomedicine & Pharmacotherapy
67.8 (2013), pags. 771-776.

9SALA, Oswaldo. Fundamentos da espectroscopia Raman e no infravermelho. Unesp, 1996, pag. 75.
ISBN: 9788571398689.

OBUTLER, Holly J y col. «Using Raman spectroscopy to characterize biological materials». En:
Nature protocols 11.4 (2016), pag. 664.

HUSHAFER-PELTIER, Karen E y col. «Raman microspectroscopic model of human breast tissue:
implications for breast cancer diagnosis in vivo». En: Journal of Raman Spectroscopy 33.7 (2002),
pégs. 552-563.
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1.3. EFECTO DE CAMPO CARCINOGENICO (FIELD
CANCERIZATION EFFECT "FCE")

Este efecto se conoce como la existencia de alteraciones en tejido normal circundante
a tejido anémalo (alterado)'?. FCE se ha detectado en diferentes tipos de cdncer entre
ellos: pulmén'?, colon'®, ovario!® y mama'®. Esto ha conducido a diversos grupos de
investigacion a proponer este efecto como una alternativa para realizar deteccién tem-
prana del cancer, por ejemplo, Vadim Backman y colaboradores han construido una
técnica 6ptica PWS (Partial Wave Spectroscopy) que mide cambios en el indice de re-
fraccién de los tejidos , el cual cambia de acuerdo al estado del tejido'”, estos cambios
los han vinculado con FCE utilizando el denominado 6rgano espejo, es decir, para hacer
pre tamizaje de cancer de colon toman como érgano espejo el recto'®. Esta teorfa se ha
llevado un poco mas a profundidad relacionando todas las transformaciones anémalas
que ocurren en el tejido a nivel celular con alteracién de la senalizacion celular, es decir,
las células anormales o transformadas cambian la senalizacion celular de las células nor-
males para su proliferacion, esto se conoce como el efecto de amplificaciéon de anomalias
bioquimicas por FCE'. Desde este punto de vista, cuando un paciente presenta alguna
anormalidad en el tejido mamario que conduzca a la implementacion de una biopsia, el
analisis histopatoldgico realizado solo permite por el alcance del microscopio a diferen-

ciar zonas visiblemente alteradas y aquellas aparentemente normales, las cuales tienen

2TRUJILLO y col., «Markers of field cancerization: proposed clinical applications in prostate biop-
siesy», 6p.cit., pag. 74.

BROY, Hemant K y col. «Optical detection of buccal epithelial nanoarchitectural alterations
in patients harboring lung cancer: implications for screening». En: Cancer research 70.20 (2010),
pags. T748-7754.

HMBACKMAN, Vadim y ROY, Hemant K. « Advances in biophotonics detection of field carcinogenesis
for colon cancer risk stratification». En: Journal of Cancer 4.3 (2013), pag. 251.

IS DAMANIA, Dhwanil y col. «Insights into the field carcinogenesis of ovarian cancer based on the
nanocytology of endocervical and endometrial epithelial cells». En: International journal of cancer
133.5 (2013), pags. 1143-1152.

6MAO, Yan y col. «Stromal cells in tumor microenvironment and breast cancer». En: Cancer and
Metastasis Reviews 32.1-2 (2013), pags. 303-315.

"BACKMAN y ROY, «Advances in biophotonics detection of field carcinogenesis for colon cancer
risk stratification», ép.cit., pag. 254.

BSUBRAMANIAN, Hariharan. «Optical sensing of tissue microstructure and cell nanostructure».
Tesis doct. Northwestern University, 2009.

YFERNANDEZ y col., «Could field cancerization be interpreted as a biochemical anomaly amplifi-
cation due to transformed cells?», 6p.cit., pag. 109.
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una alteracién en su senalizacién no son visibles. Por lo tanto, la existencia del FCE
ha cobrado gran importancia en la deteccién temprana del cancer. Este efecto se puede
estudiar por medio de técnicas épticas que permitan detectar cambios bioquimicos en

el tejido y una de estas técnicas es la espectroscopia Raman?’.

1.4. ESPECTROSCOPIA RAMAN

La denominacién Raman se debe al fisico Indio Chandrasekhara Raman quien reporté
este efecto en 1928, investigando la dispersiéon de la luz por las moléculas y fue ga-
lardonado por ello con el Premio Nobel en 1930%!. Este efecto habria sido predicho
teéricamente por Smekal en 1923 y hubo otras observaciones del mismo??, sin embar-
go, la publicacion més completa fue la de Raman. Con la aparicion del laser en 1960
se multiplicaron los trabajos de investigacion relacionados con procesos multifotonicos.
Cuando se incide una radiacién monocromatica sobre un liquido puro o un vapor y se
analiza con detalle la radiacién dispersada, representando la intensidad en funcion de
la diferencia de frecuencias entre la radiacion incidente y la dispersada, se obtiene el
espectro Raman de la sustancia bajo estudio. Una de las caracteristicas mas importan-
tes de este espectro es que independientemente de la frecuencia incidente, el espectro

resultante es el mismo?3.

El efecto Raman se interpreta en el modelo de la mecanica clasica, como una dispersién
inelastica de la luz en la que las moléculas o atomos ganan o pierden energia, de tal
manera que la luz incidente sobre la muestra difiere de la dispersada. En las moléculas
no solo se realizan transiciones electrénicas, también las moléculas vibran y rotan, y
estos movimientos realizan transiciones energéticas. En la dispersion Raman se dan dos

tipos de transiciones, denominadas Stokes en caso de que el sistema acceda a un estado

20HAKA, Abigail S y col. «Diagnosing breast cancer using Raman spectroscopy: prospective analy-
sis». En: Journal of biomedical optics 14.5 (2009), pag. 054023.

2IRAMAN, Chandrasekhara Venkata. « A new radiation». En: (1928).

2REQUENA, Alberto y ROMAN, José Z. Espectroscopia. Pearson Educacion, 2004, pag. 540. ISBN:
9788420536774.

ZBRAMOS, Jorge C.; LUNA, Adridn E. y LIMA, Carlos M. «Espectroscopia Raman y sus aplicacio-
nes». En: spectroscopy 36 (2005), pags. 1059-1067.
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de mayor energia denominado estado virtual, es decir, se produce una transferencia de
energia del fotén a la molécula, como resultado de ello la radiacién dispersada tendra
una frecuencia menor comparada con la frecuencia de la radiaciéon incidente y anti-
Stokes en caso de que el sistema finalice en un estado de menor energia, es decir, se
produce una transferencia de energia de la molécula al fotén, en este caso la radiacion

dispersada tendra una frecuencia mayor a la frecuencia de la radiacién incidente?*.

1.4.1. fundamento fisico de la espectroscopia raman Desde el punto
de vista de la electrodinamica clasica, el fenémeno de dispersion puede interpretarse de
la siguiente manera: Cuando un haz de luz monocromatico incide sobre un material,
parte de este haz es dispersado debido a la interacciéon de la onda electromagnética
incidente con la materia, existen dos tipos de dispersion: la dispersion eldstica o disper-
sion Rayleigh, donde la energia se conserva, es decir, la frecuencia de la onda resultante
es igual a la frecuencia de la onda incidente. Cuando la luz dispersada tiene menor
energia que la luz incidente, el efecto es llamado dispersion Raman stokes y cuando la
luz dispersada tiene mayor energia que la luz incidente se denomina dispersion Raman

anti-stokes.

Para explicar el fenémeno de dispersion Raman por medio de un modelo ondulatorio,
se supone un haz de radiaciéon como una onda electromagnética de frecuencia inicial
Yy que incide sobre un material, esta onda electromagnética se compone de un campo
eléctrico y un campo magnético, el cual es 10® veces menor en magnitud que el campo
eléctrico, por lo que en esta interpretacion la interaccién del campo magnético con la
materia se considera despreciable. Entonces, la variacion en el tiempo de la magnitud

del campo eléctrico E incidente esta representado por:
E = Eycos(2mit) (1.1)

Donde Ej es la amplitud de la onda incidente. Cuando este campo eléctrico interactia

con la nube electrénica de un enlace del analito, se induce un momento dipolar eléctrico

24SMITH, Ewen y DENT, Geoffrey. Modern Raman spectroscopy: a practical approach. John Wiley
& Sons, 2013, pag. 112. 1SBN: 9781118681329.
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de la forma:
u = aF = aFycos(2migt) (1.2)

Donde « es la polarizabilidad eléctrica del enlace que varia en funcién de la distancia

entre los nucleos de acuerdo con la ecuacidn:

Oa

E) (1.3)

a=ay+ (r—re)(

ap es la polarizabilidad del enlace a una distancia internuclear de equilibrio 7., , 7 es

Jole"

la separacion internuclear en un instante dado y * indica la variacién de la polariza-

bilidad con respecto a la separacion internuclear. La separacion internuclear varia con

la frecuencia de la vibracion 1,,, asi:
T — Teq = T'mCoS(2m0,t) (1.4)

rm es la separacion internuclear maxima en relaciéon con la posicion de equilibrio, 9, es

la frecuencia normal de vibracién de los &tomos .

Sustituyendo (1.4) en (1.3) se tiene:

a=ag+ rmcos(27m9mt)(a—a) (1.5)
or
Ahora se sustituye (1.5) en (1.2) y se obtiene:
O
= agEycos(2miot) + Eorm(—=—)cos(2m0,,t)cos(2mgt) (1.6)

or

Aplicando identidades trigonométricas a la anterior ecuacion se llega a:

EQOTm(gf)cos[Qﬂ(ﬁo +9m)t)] (1.7)

Eorm(g(;)cospw(ﬂo —Im)t)] +

= agEgcos(2mdot) + 5

La expresion (1.7) en este modelo representa el momento dipolar eléctrico de las mo-
léculas o atomos dentro del material al interactuar con la onda electromagnética. En
esta expresion se visualizan tres términos matematicos que permiten observar dos fe-

némenos: dispersién de Rayleigh y Raman?®. El primer término a la derecha en esta

SKOOG, Douglas Arvid; HOLLER, F James y NIEMAN, Timothy A. Principios de andlisis
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ecuacién se asocia a la dispersiéon de Rayleigh, la cual ocurre a una frecuencia 9, igual
a la frecuencia de excitacién externa, los dos siguientes términos se relacionan con el
efecto Raman, obteniendo un término para la denominada frecuencia Stokes ¥y — ¥, vy

un término para la correspondiente frecuencia anti-Stokes Jg + 9, (ver figura 2).

Figura 2: Representacién de la dispersién de Rayleigh y Raman. (a) Oscilacién del
campo eléctrico incidente. (b) Las Vibraciones atémicas cambian la polarizabilidad,
que a su vez cambia la amplitud de oscilacién del momento dipolar. (¢) Interaccién del
campo eléctrico con el momento dipolar del material. (d) Amplitudes resultantes de la
interaccion.

(@) (b) (©)

d) v
’ \ A ﬂ \ Rayleigh
/
u
Vi + Vi
Raman
1= I - = O o anti-Stokes
Y9" Vm
vu' ."lll
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Stokes

E a

My i

= akF

Fuente: LARKIN, Peter. Infrared and Raman spectroscopy: principles and spectral in-
terpretation. Elsevier, 2017, pag. 154. 1SBN: 9780128042090, pag. 18

Las variaciones de frecuencia que ocurren en el fenémeno de dispersién Raman, se deben
a variaciones de energia. Los dtomos que se encuentran enlazados formando moléculas
y redes cristalinas, presentan constantes movimientos vibracionales y rotacionales, es-
tos movimientos se realizan a frecuencias determinadas en funcién de la masa de las
particulas y del comportamiento de los enlaces existentes. Para obtener teéricamente
las frecuencias de vibracion propias de una molécula se puede emplear la teoria de vi-
braciones moleculares, la cual permite la descripcién del movimiento de los atomos en
una molécula haciendo uso de las coordenadas internas que se definen en términos de
distancias y angulos de enlace, dichas coordenadas internas S;, no son afectadas por las

rotaciones o traslaciones del sistema como un todo?.

instrumental. McGraw-Hill Interamericana de Espana, 2001, pag. 639. 1SBN: 9789706868299.
26WILSON, Edgar Bright; DECIUS, John Courtney y CROSS, Paul C. Molecular vibrations:
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Para describir la energia potencial y la energia cinética en términos de las cordenadas
internas es necesario establecer una relacion entre las coordenadas internas y las coorde-
nadas cartesianas de los 4tomos?”. La transformacién entre las coordenadas cartesianas

de desplazamiento y las coordenadas internas esta dada por:
3N
Sy = Bu& v t=1,2,..,3N —6 (1.8)
i=1

Las coordenadas internas se pueden expresar en términos de los vectores de maxima

variaciéon como sigue:
N —
Sy = St Pa v t=1,2,...,3N -6 (1.9)
a=1

Donde S}, se define como un vector que contiene las componentes By; para un atomo « y
Pu €s el vector cuyas componentes corresponden a los desplazamientos en coordenadas
cartesianas & para un atomo «. A continuaciéon se describen los vectores Sy, para 4

diferentes coordenadas internas:

= Estiramiento de enlaces: El estiramiento es una coordenada que sélo involucra
2 atomos que estan conectados por un enlace. En la figura 3 se muestra la coor-
denada interna de estiramiento y los vectores de maxima variaciéon con los cuales

puede describirse dicha coordenada.

the theory of infrared and Raman vibrational spectra. Courier Corporation, 1955, pag. 221. ISBN:
9780486137155.

2TMIRANDA, D. A. «Seminario doctoral II: Modelado Computacional de Vibraciones Moleculares
del Catién Amonio: Aplicacién de la Teoria de la Simetria». PhD thesis. Universidad de los Andes,
2008.
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Figura 3: Vectores para estiramiento de enlace.

S = Ara g

Fuente: MIRANDA, D. A. «Seminario doctoral II: Modelado Computacional de Vi-
braciones Moleculares del Catién Amonio: Aplicaciéon de la Teoria de la Simetria». PhD
thesis. Universidad de los Andes, 2008, pag. 12

» Flexion de los Angulos entre dos enlaces: La flexion es la coordenada interna
que involucra 3 atomos, de los cuales uno de ellos esté enlazado con los otros dos
por medio de dos enlaces que forman entre si un angulo ®. La flexién corresponde
a la variacion del angulo entre los dos enlaces formados por los tres 4&tomos como

se muestra en la figura 4.

Figura 4: Vectores para flexion de los angulos entre dos enlaces.

Fuente: MIRANDA, D. A. «Seminario doctoral II: Modelado Computacional de Vi-
braciones Moleculares del Catién Amonio: Aplicaciéon de la Teoria de la Simetria». PhD
thesis. Universidad de los Andes, 2008, pag. 14

» Angulo entre un enlace y un plano definido por dos enlaces: Es una
coordenada interna que involucra 4 atomos, de los cuales uno de ellos esta enlazado
con los otros 3 por medio de tres enlaces que forman entre si los angulos ¢; ¢ vy
¢3. Esta coordenada corresponde a la variacion del angulo entre uno de los enlaces

y el plano definido por los otros dos enlaces como se muestra en la figura 5.
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Figura 5: Vectores para el angulo entre un enlace y un plano definido por dos enlaces.

B = (8 + &y + du)

Fuente: MIRANDA, D. A. «Seminario doctoral II: Modelado Computacional de Vi-
braciones Moleculares del Catién Amonio: Aplicacion de la Teoria de la Simetria». PhD
thesis. Universidad de los Andes, 2008, pag. 17

» Torsion: Es la coordenada interna que involucra 4 atomos. Esta coordenada in-
terna corresponde a la variacion del angulo entre dos enlaces separados por dos

atomos como se muestra en la figura 6.

Figura 6: Vectores para el angulo de torsion.

Fuente: MIRANDA, D. A. «Seminario doctoral II: Modelado Computacional de Vi-
braciones Moleculares del Cation Amonio: Aplicacion de la Teoria de la Simetria». PhD
thesis. Universidad de los Andes, 2008, pag. 20

Para describir el movimiento de los &tomos en una molécula o red cristalina es necesario
calcular la energia cinética y la energia potencial en términos de las coordenadas internas

S, para ello se define la matriz G la cual esté relacionada con las masas y las distancias
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de los enlaces atomicos:

o Sia N tt=1,2.,3N—6 (1.10)

S‘H

N
Donde m, es la masa del &tomo «, asi la energia cinética viene dada por:

oT = 5G~15 (1.11)
La energia potencial en términos de las coordenadas internas S; es la siguiente:

2V =) F,v55v (1.12)

tt
Donde los coeficientes F} p forman la matriz de constantes de fuerza F'. De modo que el
Hamiltoniano que describe el movimiento de los atomos en una molécula en términos

de las coordenadas internas, tiene la siguiente forma:

H = §Z(G )tt’StSt’ +3 ZFtt’StSt’ (1.13)

tt tt!

La ecuacion secular en términos de las coordenadas internas es la siguiente:
|FG —w’I| =0 (1.14)

Esta ecuacién secular permite calcular los modos normales de vibracién a partir del
calculo de la matriz G y la matriz F. Experimentalmente se obtienen las frecuencias
vibracionales propias de las moléculas que componen el material en estudio y se grafica

la intensidad de la radiacién dispersada en funcién de las frecuencias Raman?®.

1.4.2. instrumentacion El equipo de espectroscopia Raman normalmente cons-

ta de tres componentes principales:

28CARDONA, Manuel y PETER, Yu. Fundamentals of semiconductors. Springer, 2005, pag. 437.
ISBN: 9783642007101.

32



= Fuentes de excitacion
La fuente de excitacién utilizada en los equipos Raman es el laser, este tipo de
fuente se caracteriza por ser monocromatica, ser direccional y tener la misma
fase, lo que la constituye en una fuente de emisién coherente, permitiendo la
concentracion de una gran cantidad de energia en una superficie relativamente
pequena. La alta intensidad por unidad de area producida por el laser genera
la suficiente dispersion Raman como para poder ser medida con una intensidad
mayor que el ruido no deseado del equipo. Las fuentes comtinmente utilizadas en
los equipos Raman son las siguientes: ldser de Argén cuya longitud de onda es
514.5 nm, laser de Kriptén cuya longitud de onda es 530.9 nm- 647.1 nm, laser de
He-Ne cuya longitud de onda es 632.8 nm, laser de diodo con longitud de onda
785 nm-830 nm y Nd:YAG (por sus siglas en inglés neodymium-doped yttrium
aluminium garnet) cuya longitud de onda es 1064 nm. Las fuentes mencionadas

van desde el azul hasta el infrarrojo cercano®.

= Fspectrometros Raman
Los primeros espectrometros usaban lamparas de descargas de mercurio como
fuente de iluminacién y placas fotograficas para detectar la luz. La invencién de
tubos fotomultiplicadores permitio la coleccion y manipulaciéon electronicamente
de la luz detectada pero s6lo son capaces de medir una sola longitud de onda.
Los espectrémetros modernos utilizan dispositivos acopladores de carga (CCDs)
los cuales son altamente sensitivos y tienen la capacidad de medir todo el espec-
tro de una sola vez. Hay una gama de opciones de CCD disponibles, incluyendo
CCDs multiplicadores de electrones (EMCCDs) que a intensidades de dispersién
extremadamente bajas pueden proporcionar una sensibilidad superior a los CCD
convencionales. Para los estudios NIR mas alld de 950 nm, los detectores multi-
céntricos como los detectores de arseniuro de galio indio (InGaAs) son ventajosos
para superar el ruido generado térmicamente en la region de mayor longitud de

onda?".

La principal dificultad en la espectroscopia Raman es que La dispersion de Ray-

leigh es mas intensa que la dispersion Raman y puede dominar facilmente la senal,

29MCCREERY, Richard L. Raman spectroscopy for chemical analysis. Vol. 225. John Wiley & Sons,
2005, pag. 312. 1SBN: 9780471231875.
30BUTLER y col., «Using Raman spectroscopy to characterize biological materials», 6p.cit., pag. 665.
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por lo que debe ser filtrada 6pticamente. Los filtros rechaza-banda (notch) se uti-
lizan comtinmente debido a que son capaces de filtrar aproximadamente 100 cm-1
de la longitud de onda del laser. Sin embargo, este tipo de filtros no son usados
cuando los desplazamientos Raman son méas bajos a esa region. Para mejorar es-
to se emplean multiples etapas de dispersion ya sean dobles o triples. Mientras
mas rejillas de difraccion se tengan menor serd el ruido que se introduzca en el
detector3!. La Figura 7 muestra el diagrama de un arreglo para hacer espectros-
copia Raman, el cual consiste en una fuente de excitaciéon, un microscopio y un

espectrometro Raman.

» Unidades de medicion
Cabe resaltar que el desplazamiento del niimero de onda Raman respecto al nu-
mero de onda incidente es independiente de este tultimo y por ello suele tomarse
este desplazamiento como abscisa para representar los espectros Raman. La banda
Rayleigh estara situada en el centro como origen del eje. De tal forma en el eje de
abscisas en realidad aparecera la diferencia entre el nimero de onda Raman y el
de excitacion del laser. La magnitud del desplazamiento Raman es independiente

de la longitud de onda de excitacién®?.

Figura 7: Diagrama experimental para un sistema de espectroscopia Raman.
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Fuente: BUTLER, Holly J y col. «Using Raman spectroscopy to characterize biological
materialsy. En: Nature protocols 11.4 (2016), pag. 664

3IRAMOS; LUNA y LIMA, «Espectroscopia Raman y sus aplicaciones», ép.cit., pag. 1061.
32Tbid., pag. 1063.
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1.4.3. investigaciones y aplicaciones médicas de la espectrosco-
pia raman La espectroscopia Raman es una herramienta poderosa para el estudio
de materiales biolbgicos ya que permite una rapida y alta resolucion en la adquisicion
de informacién bioquimica y estructural, de ahi que es utilizada frecuentemente en Bio-
logfa y Medicina en el diagnéstico de enfermedades y métodos de control de terapia3.
El uso de la espectroscopia Raman en la medicina comenzé a mediados de la década
de 1970 con el trabajo de Yu y colaboradores el cual mostré que se podian obtener
espectros Raman de lentes oculares®, en esa misma década Hartman y colaboradores

publicaron los primeros espectros Raman de virus intactos®.

La capacidad de la técnica Raman a la hora de estudiar la composiciéon quimica tanto
in-vivo como in-vitro de tejido biolégico sin destruir el material, la hace una herramien-
ta importante en la investigacion biomédica, es por ello que en las ultimas décadas la
espectroscopia Raman ha tenido distintas aplicaciones biomédicas que incluyen estu-

136 estudios de farmacos de transferencia transdérmica®”,

dios in vivo e in vitro de la pie
estudios en la composicién y estado de enfermedades del hueso®®, estudio de dientes®,
estudios de informacién detallada de aterosclerosis intra-coronaria®’, estudios en la cér-

nea y fluidos del ojo*!, e Identificacién de distintos tipos de Céncer que incluyen cédncer

33SALA, Fundamentos da espectroscopia Raman e no infravermelho, 6p.cit., pag. 77.

34 ASKREN, Carl C; YU, Nai-Teng v KUCK Jr, John FR. «Variation of the concentration of
sulfhydryl along the visual axis of aging lenses by laser Raman optical dissection technique». En:
Experimental eye research 29.6 (1979), pags. 647-654.

35RAMSER, Kerstin. «Raman spectroscopy of single cells for biomedical applications». En: Applica-
tions of Raman spectroscopy to biology-from basic studies to disease diagnosis],(Ghomi, M., Ed.), IOS
Press, Amsterdam (2012), pags. 106-147.

36CASPERS, PJ y col. «In vitro and in vivo Raman spectroscopy of human skin». En:
BIOSPECTROSCOPY-NEW YORK- 4 (1998), S31-S40.

STTFAYLI, Ali y col. «Molecular characterization of reconstructed skin model by Raman microspec-
troscopy: comparison with excised human skiny». En: Biopolymers 87.4 (2007), pags. 261-274.

38MORRIS, Michael D y col. «Bone tissue ultrastructural response to elastic deformation probed by
Raman spectroscopy». En: Faraday discussions 126 (2004), pags. 159-168.

39GPIZZIRRI, PG y col. «A comparative study of carbonate determination in human teeth using
Raman spectroscopy». En: Caries research 46.4 (2012), pégs. 353-360.

4OPOLL, Sweder WE van de y col. «Raman spectroscopic evaluation of the effects of diet and lipid-
lowering therapy on atherosclerotic plaque development in mice». En: Arteriosclerosis, thrombosis, and
vascular biology 21.10 (2001), pags. 1630-1635.

4 ASKREN; YU y KUCK Jr, «Variation of the concentration of sulfhydryl along the visual axis of
aging lenses by laser Raman optical dissection technique», 6p.cit., pag. 651.
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de piel, oral*?, de mama*?, de cuello uterino** y colo-rectal®.

En cuanto al estudio de distintos tipos de cancer, lo que hace relevante a la espectros-
copia Raman es la capacidad de identificar marcadores asociados con cambios malignos
en el tejido, dicha informacién espectroscopica es 1til tanto en el diagnostico como
en el prondstico de cancer. Los tejidos normales y neoplasicos tienen distintas carac-
teristicas bioquimicas que son el resultado de procesos biolégicos que ocurren a nivel
celular. Estudios realizados en tejido mamario humano mediante espectroscopia Raman
evidencian diferencias entre tejido mamario canceroso y tejido normal circundante, en
regiones correspondientes a las vibraciones de carotenoides, acidos grasos, proteinas y
agua interfacial?®”, también se ha comprobado que las diferencias entre los espectros
Raman de tejido fresco y fijado en formalina son insignificantes y no afectan la calidad

del espectro®.

1.4.4. caracterizacion de materiales biolégicos por espectrosco-
pia raman La espectroscopia Raman permite obtener una medicién cualitativa de
la composicion bioquimica de una muestra ya que independientemente de la longitud de
onda incidente cada molécula tiene modos vibracionales propios. Para especimenes bio-
légicos las regiones Raman significativas que se observan caen en el rango de 400-2000
(em™') | y estdn asociados con vibraciones de unién de proteinas (1500-1700 cm™!),
carbohidratos (470-1200 cm™'), grupos fosfato de ADN (980, 1080 y 1240 cm™!) y bio-

42QLIVEIRA, Ana Paula y col. «Near-infrared Raman spectroscopy for oral carcinoma diagnosis».
En: Photomedicine and Laser Therapy 24.3 (2006), pags. 348-353.

BHAKA, Abigail S y col. «Identifying microcalcifications in benign and malignant breast lesions
by probing differences in their chemical composition using Raman spectroscopy». En: Cancer research
62.18 (2002), pags. 5375-5380.

“UKANTER, Elizabeth M y col. «Application of Raman spectroscopy for cervical dysplasia diagno-
sis». En: Journal of biophotonics 2.1-2 (2009), pags. 81-90.

45 ANDRADE, PO y col. «Study of normal colorectal tissue by FT-Raman spectroscopy». En: Analy-
tical and bioanalytical chemistry 387.5 (2007), pags. 1643-1648.

46 ABRAMCZYK, Halina y col. «The label-free Raman imaging of human breast cancer». En: Journal
of Molecular Liquids 164.1-2 (2011), pdgs. 123-131.

4TSURMACKI, Jakub y col. «Raman imaging at biological interfaces: applications in breast cancer
diagnosisy. En: Molecular cancer 12.1 (2013), pag. 48.

48TFAYLI y col., «Digital dewaxing of Raman signals: discrimination between nevi and melanoma
spectra obtained from paraffin-embedded skin biopsies», ép.cit., pag. 269.
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moléculas celulares adicionales; las vibraciones de enlace asociadas con el estiramiento
de CH, NH y OH en lipidos y proteinas también pueden observarse en niimeros de onda
superiores (2700-3500 cm~!). Como consecuencia, se puede construir la huella bioldgica
distintiva de la muestra bajo investigacion®.

Una dificultad de la espectroscopia Raman es la baja sensibilidad debido a que la dis-
persion inelastica o efecto Raman es un fendémeno cuya probabilidad de ocurrencia es
108 veces menor que la dispersién de Rayleigh. Otra dificultad en la implementacién de
esta técnica es la interferencia de la fluorescencia y las senales Raman asociadas a los
compuestos utilizados para el tratamiento de las muestras. Aun asi, la aplicabilidad de
esta técnica se debe en gran parte al avance tecnolégico de las fuentes laser, detectores

de bajo ruido, filtros efectivos Rayleigh y 6ptica de alto rendimiento®.

Para estudiar muestras biolégicas implementando la espectroscopia Raman los prin-
cipales aspectos experimentales a tener en cuenta son: la preparacion de la muestra,

instrumentacion, adquisicion espectral, procesamiento de datos y analisis de datos.

= Preparacion de la muestra: Una de las principales ventajas de la espectros-
copia Raman en estudios biolégicos es la capacidad de proporcionar informaciéon
espectral sin destruir la muestra y con una preparacién minima de esta. En cuanto

a la preparacion de la muestra se debe tener en cuenta:

Tipo de muestra. Aunque es posible analizar directamente los tejidos frescos, la
fijaciéon puede ser un paso importante en la preparacién de muestras de tejido de
mamiferos o muestras de células cultivadas, ya que es un método estandar para
el archivo de muestras, que permite obtener secciones delgadas de tejido fijo e
incrustado. Un problema con este tipo de muestras es que la formalina y parafina
puede alterar los picos espectrales asociados con proteinas y lipidos en las mues-
tras, sin embargo, estas contribuciones pueden eliminarse mediante la eliminacion

de cera de la muestra o depilacién digital®'. El andlisis de tejidos frescos o con-

49BUTLER y col., «Using Raman spectroscopy to characterize biological materialsy, 6p.cit., pag. 667.

S0CHASE, Bruce. «A new generation of Raman instrumentation». En: Applied Spectroscopy 48.7
(1994), 14A-19A.

SITFAYLI y col., «Digital dewaxing of Raman signals: discrimination between nevi and melanoma
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gelados a presion puede superar estos inconvenientes, aunque la adquisicion de
la muestra se vuelve méas dificil®?. El anéalisis de células vivas permite interrogar
células in situ en ambientes acuosos y cultivos de células mientras se mantienen

los pardmetros clave de crecimiento®.

Sustratos Raman. La eleccion del sustrato es un factor importante en el disefio
experimental, y depende de los resultados experimentales y las caracteristicas de
la muestra. Las propiedades mas importantes a la hora de considerar el sustrato
son las sefiales de fondo espectrales, el costo, la disponibilidad y la composicién
del sustrato. Los portaobjetos de vidrio son los més usados por su rentabilidad,
pero tienen una fuerte fluorescencia de fondo en la mayoria de las longitudes de
onda®. El fluoruro de calcio (CaF2), cuarzo o diapositivas de silice fundida se
utilizan como sustratos Raman, ya que muestran una minima interferencia de
fondo. Los portaobjetos de fluoruro de bario (BaF2) también se han usado como
sustratos Raman, pero su solubilidad parcial en agua los hace inadecuados para

estudios in vivo y acuosos®.

» Instrumentacién: Los componentes principales que constituyen un equipo Ra-

man son los mencionados a continuaciéon®®:

Fuente de excitacion: Hay tres parametros principales que se deben considerar a la
hora de elegir la fuente de excitacion o sistema laser: (i) el tipo de fuente laser, (ii)
la longitud de onda deseada y (iii) el tamanio de punto deseado. Estos pardmetros
dependen de la idoneidad de la muestra, de la sensibilidad y resolucion requeridas

en el estudio.

Modo Raman: Existen diferentes técnicas espectroscopicas Raman dentro de las

cuales se encuentra: La técnica CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering),

spectra obtained from paraffin-embedded skin biopsies», ép.cit., pag. 271.

S2MARIANI, Melissa M y col. «Impact of fixation on in vitro cell culture lines monitored with
Raman spectroscopy». En: Analyst 134.6 (2009), pags. 1154-1161.

53BONNIER, Franck y col. «Imaging live cells grown on a three dimensional collagen matrix using
Raman microspectroscopy». En: Analyst 135.12 (2010), pags. 3169-3177.

S4MANTSCH, Henry v col. Biomedical applications of synchrotron infrared microspectroscopy: a
practical approach. Royal Society of Chemistry, 2010.

SSWEHBE, Katia y col. «The effect of optical substrates on micro-FTIR analysis of single mammalian
cellsy. En: Analytical and bioanalytical chemistry 405.4 (2013), pags. 1311-1324.

S6BUTLER y col., «Using Raman spectroscopy to characterize biological materials», ép.cit., pag. 668.
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SRS (Stimulated Raman scattering), SERS (Surface-Enhanced Raman Scatte-
ring) y la micro espectroscopia Raman espontanea la cual tiene la ventaja de ser

un enfoque estandar que no requiere instrumentacion adicional.

Detector: Debido a la débil intensidad de la dispersion Raman, el detector incluido
en el sistema Raman debe ser extremadamente sensible. Los dispositivos de aco-
plamiento de carga (CCD) estan comtinmente integrados en los sistemas Raman,
debido a que exhiben altas eficiencias cudnticas y baja relacion senal/ruido. Para
los estudios NIR maés alla de 950 nm se emplean los detectores multicéntricos
como los detectores de arseniuro de galio indio (InGaAs) ya que superan el ruido

generado térmicamente en la region de mayor longitud de onda.

Hardware adicional: Como la dispersiéon Rayleigh es méas intensa, puede dominar
facilmente la senal, por lo que debe ser filtrada opticamente. Los espectrometros
Raman utilizan filtros Rayleigh especificos de la longitud de onda del laser em-
pleado. Otro aspecto a tener en cuenta es la abertura de muestreo del sistema,
ya que este determina la cantidad de luz, y por lo tanto la dispersion Raman
que pasa a través del espectrometro, una abertura mas grande permite mas luz a

través del sistema y aumenta la sensibilidad.

Adquisicion espectral: El modo de adquisicién puede ser puntual o por mapeo,
un enfoque puntual permite al usuario seleccionar areas especificas de la muestra
para estudiar con el punto laser. Por el contrario, un enfoque de mapeo de image-
nes derivara espectros de una manera escalonada a través de un area de muestra
mas grande, permitiendo asi la generacion de imagenes. En cuanto a los parame-
tros de adquisicién se debe encontrar un equilibrio entre el tiempo de adquisicion,
potencia del laser, promedio de medidas y la calidad espectral, ya que los periodos

de muestreo muy largos pueden degradar la muestra.

Procesamiento y analisis de datos: Los estudios espectroscopicos pueden ge-
nerar grandes conjuntos de datos que requieren procesamiento computacional para
obtener informaciéon bioquimica. Dependiendo de la adquisicién espectral y de los
objetivos experimentales, es posible extraer imagenes informativas, biomarcadores
espectrales y patrones, y también clasificar muestras. El procesamiento de datos

se puede dividir en tres etapas: (i) preprocesamiento del conjunto de datos, (ii)
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extraccion de caracteristicas y (iii) clasificaciéon®”. Para el preprocesamiento de
los datos usualmente se lleva a cabo la correccién de linea base para disminuir
la interferencia de fluorescencia, la normalizacion de los datos, y la aplicacion de
una técnica (por ejemplo, PCA) que permita reducir el ruido en el conjunto de

datos.

Los métodos de extraccion de caracteristicas van desde lo més simple, como defi-
nir un area de banda, hasta emplear funciones computacionales. La extraccion de
caracteristicas puede dividirse en dos enfoques: construccién de caracteristicas y
seleccion de caracteristicas®®. La construcciéon de caracteristicas se puede definir
como la creacién de nuevas caracteristicas en un conjunto de datos (usando mé-
todos lineales como PCA o PLS) que permiten la extraccién de biomarcadores y
reconocimiento de patrones en los datos. Los enfoques de seleccién de caracteristi-
cas extrapolan caracteristicas existentes del conjunto de datos, como nimeros de

onda especificos, que se pueden usar para determinar biomarcadores espectrales®®.

En la clasificacién de las muestras los espectros se pueden categorizar en funcién
del aporte previo del usuario (clasificacién supervisada) o la varianza espectral
sola (sin supervisién). PCA es un enfoque no supervisado que se usa comtinmente
para extraer variables clave que describen la mayor varianza dentro de un conjunto
de datos®’. La clasificacién supervisada es la méas utilizada, ya que las salidas

deseadas dependen de las etiquetas de clase proporcionadas por el usuario®.

En cuanto al andlisis de datos, existen dos opciones: (i) andlisis exploratorio,
para la busqueda de patrones y la extraccién de biomarcadores, y (ii) el andlisis

de diagnéstico, para la clasificacion espectral. Se elige el enfoque apropiado que

STBAKER, Matthew J y col. «Using Fourier transform IR spectroscopy to analyze biological mate-
rials». En: Nature protocols 9.8 (2014), pag. 1771.

S8TREVISAN, Julio y col. «Extracting biological information with computational analysis of Fourier-
transform infrared (FTIR) biospectroscopy datasets: current practices to future perspectives». En:
Analyst 137.14 (2012), pags. 3202-3215.

S9TREVISAN, Jilio y col. «Measuring similarity and improving stability in biomarker identification
methods applied to Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy». En: Journal of biophotonics 7.3-4
(2014), pdgs. 254-265.

60LLASCH, Peter y col. «Imaging of colorectal adenocarcinoma using FT-IR microspectroscopy and
cluster analysis». En: Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease 1688.2 (2004),
pags. 176-186.

61ELLIS, David I y GOODACRE, Royston. «Metabolic fingerprinting in disease diagnosis: biome-
dical applications of infrared and Raman spectroscopy». En: Analyst 131.8 (2006), pags. 875-885.
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extraiga la informacion requerida de los espectros segtin el objetivo de andlisis

deseado.

1.5. NUESTRA INVESTIGACION

Dadas las altas tasas de incidencia y mortalidad del cancer de mama tanto a nivel
mundial como en nuestro pais, es de suma importancia aportar al conocimiento de esta
enfermedad, planteando y desarrollando métodos y técnicas que permitan la preven-
cién, deteccién temprana y tratamiento de este tipo de cancer con el fin de reducir
dichas cifras. Por ello se desarrolla esta investigacion la cual hace parte de un conjunto
de trabajos realizados por el grupo de investigaciéon CIMBIOS (Ciencia de Materiales
Biolégicos y Semiconductores) de la Universidad Industrial de Santander, en los cuales

se estudian las propiedades biofisico-quimicas del cancer.

El grupo de investigacion CIMBIOS ha empleado técnicas 6pticas como la espectrosco-
pia en el infrarrojo cercano para deteccién temprana del cancer de mama, los trabajos
desarrollados consisten en el diseno e implementacion de un phantom de mama con
el fin de estudiar la interacciéon de la luz con el tejido biologico y detectar anomalias
analizando la radiacién que ha atravesado el medio®?, el otro trabajo realizado consiste
en la implementacién de un montaje para caracterizar oxihemoglobina tomando como

hipétesis que la angiogénesis es un factor predictor de enfermedades neoplésicas®.

Como se ha mencionado anteriormente la espectroscopia Raman en el estudio de cancer
de mama, ha mostrado grandes resultados en cuanto a la diferenciacion de tejido sano y
cancerigeno ya que evidencia cambios en la composicién del tejido asociados al cancer,
por esta razoén existen varios estudios reportados sobre su uso. Sin embargo, actual-

mente parte de la investigacion en deteccién temprana de cancer se ha enfocado en el

62D. A. TRIANA, K. L. C. y. «Caracterizacién 6ptica, en el infrarrojo cercano, del tejido mama-
rio para la deteccion temprana del cancer de mamasy. tesis de pregrado. Universidad Industrial de
Santander, 2014.

63A, PLATA. «Implementacién de un montaje para caracterizar oxihemoglobina basado en espec-
troscopia de infrarrojo cercano de onda continua (NIR-CW)». tesis de pregrado. Universidad Industrial
de Santander, 2008.
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estudio del efecto de campo carcinogénico (FCE por sus siglas en inglés), para estudiar
dicho efecto segin investigaciones reportadas se han empleado técnicas 6pticas como
la espectroscopia de onda parcial (PWS por sus siglas en inglés) y técnicas eléctricas

como la espectroscopia de impedancia eléctrica.

Teniendo en cuenta los resultados favorables reportados de la espectroscopia Raman en
el estudio de tejido mamario, la necesidad de profundizar en la comprension del efecto
de campo carcinogénico y la evidencia de que no existen investigaciones que reporten
el estudio de este efecto por la técnica espectroscopica en mencion, se planted esta
investigacion (la cual hace parte de un trabajo de tesis doctoral del grupo CIMBIOS)
con el objetivo de observar el efecto de campo carcinogénico en tejido mamario haciendo
uso de esta técnica espectroscopica. Para lograr este objetivo primero se llevo a cabo
una revision bibliografica; luego se consiguieron las muestras para el estudio, las cuales
forman parte del banco de muestras del departamento de patologia de la Universidad
Industrial de Santander; posteriormente se realizé el estudio patoldgico de las muestras
seleccionadas correspondientes a tejido mamario de 2 sujetos; luego se realizo la toma de
espectros Raman sobre cada una de las muestras, empleando la metodologia construida
por el grupo CIMBIOS para estudiar muestras de tejido mamario embebido en parafina
montado sobre placas de vidrio, un total de 36 espectros Raman fueron tomados; y

finalmente, los espectros obtenidos fueron procesados y analizados.
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2. METODOS Y MATERIALES

En este capitulo se describe la metodologia que se siguié para la realizacion de esta
investigacion con el fin de cumplir el objetivo principal planteado: Observar el efecto
de campo carcinogénico en tejido mamario por medio de espectroscopia Raman. Esta
metodologia hace parte de un trabajo de tesis doctoral mas extenso titulado: Estudio
del efecto de campo carcinogénico en tejido mamario, en el cual se tomaron todos los
espectros raman de los componentes que se usan en el proceso de preparacién de las
muestras, desde el corte del tejido en el quiréfano hasta montarlo sobe la placa de vidrio.
En la primera secciéon se presenta el proceso que se siguié para la preparacion de las
muestras, en la segunda seccién se describe la intrumentaciéon empleada para la toma
de los espectros, en la tercera seccion se exhibe el proceso realizado para la adquision
de los espectros Raman y en la cuarta secciéon se indica el procesamiento y andlisis de

los datos obtenidos.

2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras empleadas en esta investigacién fueron suministradas por el departamento
de patologia de la Universidad Industrial de Santander, bajo la direccién de la doctora
Olga Alvarez. Estas muestras formaban parte del banco de muestras de dicho depar-
tamento, es decir, que no fué necesario realizar ningtin tipo de intervencién quirurgica
para adquirirlas con el fin de realizar esta investigacion, pues ya se les habia realiza-
do el respectivo procedimiento histologico y estaban archivadas. Una vez finalizada la
investigacion las muestras fueron devueltas al departamento de patologia sin presentar
ningun dafio, ya que la espectroscopia Raman no destruye las muestras. Se estudié un
total de 2 muestras de tejido mamario correspondiente a dos sujetos de sexo femenino,
la descripcion de cada muestra se presenta en la tabla 1. Las muestras corresponden
a tejido mamario extraido por intervencién quirdrgica, embebido en parafina y tenido
con hematoxilina y eosina de acuerdo con el procedimiento de histologia. Las muestras

estan montadas sobre una placa de vidrio y cubiertas por el mismo material.
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Tabla 1: Descripcion de las muestras de tejido mamario empleadas en la investigacion.

Sujeto | Numero de la muestra | Diagnostico

1 1883-17 B Adenocarcinoma mucosecretor de glandula mama-
ria viable en un 90 porciento, moderadamente dife-
renciado e infiltrante al estroma de sostén, invasién

linfovascular presente.

2 4499-17 A2 Carcinoma de glandula mamaria residual viable en
un 80 porciento, sin tipo especifico, pobremente di-

ferenciado e infiltrante, con invasion linfovascular

y extensa necrosis tumoral.

Una vez suministradas las muestras biologicas por el departamento de patologia des-
pués del respectivo procedimiento histolégico, se procedié con el estudio patolégico de
las mismas bajo el microscopio por parte de la patéloga, se identificd que cada muestra
seleccionada contiene zonas cancerigenas y también zonas normales por lo que se deli-
mitaron las zonas sobre las cuales se tomarian las medidas Raman realizando marcas
con tinta sobre el vidrio que cubre la muestra, la figura 8 muestra las marcas realizadas
por la patoéloga sobre cada muestra, la tinta azul encierra las zonas que a la vista del
microscopio contienen tejido normal y la tinta roja encierra las zonas que contienen
tejido tumoral. Para cada muestra se seleccionaron 6 puntos sobre los cuales se realiza-
rian las medidas Raman, 3 puntos ubicados dentro de la region correspondiente a tejido

normal y 3 puntos ubicados dentro de la regiéon correspondiente a tejido tumoral.
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Figura 8: Muestras marcadas por la patéloga. La tinta azul encierra las zonas que
contienen tejido normal y la tinta roja encierra las zonas que contienen tejido tumoral.

También se adquirieron las muestras de hematoxilina, eosina, xilol, etanol y parafina
pues dichos componentes estan presentes en el tejido debido al proceso histolégico rea-
lizado, cada uno de estos componentes fue montado sobre un portamuestras de vidrio
y se dejo secar para luego realizar las respectivas medidas Raman. Los espectros Ra-
man de las muestras de xilol, etanol y parafina ya se habian tomado previamente en la

investigacion doctoral de la cual forma parte este trabajo.

2.2. INSTRUMENTACION

Los espectros de las muestras fueron tomados con un micro-Raman labRAM HR Evolu-
tion (Horiba Jobin Yvon). El detector incluido en el sistema Raman fue un dispositivo
de acoplamiento de carga (CCD). Las muestras fueron excitadas con un laser de 785nm
enfocado sobre la muestra con un objetivo de 100x y potencia sobre la superficie de la
muestra de 12,6 mw, el tiempo de adquisicion fue de 45 s. con 20 acumulaciones para
cada espectro. Todos los espectros fueron adquiridos en un rango de longitud de onda
de 600 a 1800 cm ™.
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2.3. ADQUISICION ESPECTRAL

Para realizar el mapeo espectral sobre las muestras en estudio se establecieron las
condiciones experimentales del equipo Raman y se procedié con la adquisicion de los

espectros, el proceso que se siguié fue el siguiente:

= Se calibro y se aline6 el espectrémetro

= Se establecié la longitud de onda del laser, la potencia del laser, el tiempo de
exposicion, el nimero de acumulaciones y el rango de longitud de onda de los

espectros.
= La muestra a estudiar se colocé sobre el portador del objeto en el microscopio.
= Se escogié el objetivo indicado para la adquisicion del espectro Raman.

= Se eligi6 el punto a medir sobre el tejido de acuerdo con las marcas realizadas por

la patodloga, para cada punto se tomaron 3 espectros.
» Se realiz6 la adquisicién del espectro Raman sobre el punto elegido.
= Los datos obtenidos se guardaron en un archivo txt.

= Los pasos anteriores se repitieron para cada uno de los puntos escogidos de cada
muestra, en total se tomaron 36 espectros Raman, 18 espectros por cada muestra

ya que se tomaron 3 espectros por cada punto seleccionado.

= Obtenidos los espectros Raman del tejido para cada punto seleccionado, se reali-
z6 la toma de espectros sobre la hematoxilina, eosina y vidrio con las mismas

condiciones experimentales empleadas en las medidas sobre el tejido.

= Los datos obtenidos para cada uno de los componentes mencionados en el item

anterior se guardaron en un archivo txt.
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2.4. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Los espectros Raman obtenidos fueron procesados utilizando un algoritmo escrito en
lenguaje Python, disenado en la investigacién doctoral (Estudio del efecto de campo

carcinogénico), el proceso que se siguié fue el siguiente:

= Se realizé la correccion de linea base a cada conjunto de datos (tejido, hematoxili-
na, eosina y vidrio), los espectros del xilol, etanol y parafina tomados previamente

también fueron procesados de la misma forma.
= Se realiz6 una normalizaciéon a cada conjunto de datos

= Se procedi6 a estudiar el conjunto de datos. correspondiente al tejido y los da-
tos correspondientes a la hematoxilina, eosina, xilol, etanol, parafina y vidrio se

guardaron para luego comparar.

= Se extrajeron los picos relevantes observados en el espectro del tejido y se com-

pararon con los picos encontrados en la literatura.

= Se identificaron los posibles biomarcadores correspondientes a los picos observados

en cada una de las muestras estudiadas.

= Con los biomarcadores identificados se procedié a determinar que picos perte-
necian a tejido normal y cuales a tejido anormal de acuerdo con investigaciones

reportadas en la literatura.

= Con los picos Raman totalmente identificados se efectud el andlisis y vinculacion

de los resultados con el efecto de campo carcinogénico.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

En este capitulo se estudian los espectros Raman obtenidos para cada una de las mues-
tras empleadas en la investigacion y se analizan los resultados correspondientes. En la
primera secciéon se muestran los espectros raman obtenidos, en la segunda seccién se
describe la correccion de linea base realizada a los espectros, en la tercera seccion se
presenta el proceso de normalizacion que se llevo a cabo sobre los espectros Raman, en
la cuarta seccién se exhibe el proceso de identificacion de picos Raman y en la quinta
seccion se muestra el andlisis de los resultados y su vinculaciéon con el efecto de campo

carcinogénico.

3.1. ESPECTROS RAMAN OBTENIDOS

Las figuras 9 y 10 muestran los espectros Raman obtenidos en el laboratorio para las
6 zonas patologicas seleccionadas en cada muestra, el espectro que se exhibe por cada
zona patologica es el espectro promedio, resultado de las 3 mediciones realizadas sobre
la zona que indica la flecha (se promediaron las 3 mediciones con el fin de reducir el
ruido de los datos). Tanto para la muestra 1883-17 B como para la muestra 4499-17
A2 las graficas enumeradas de A a C exhiben los espectros correspondientes a zonas
que segun los estudios patoldgicos estan catalogadas como tejido normal y las graficas
enumeradas de D a F exhiben los espectros correspondientes a zonas catalogadas como

tejido tumoral.
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Figura 9: Espectros Raman obtenidos para la muestra 1883-17 B. A, Zona 1 de
tejido normal. B, zona 2 de tejido normal. C, zona 3 de tejido normal. D, zona 1 de
tejido tumoral. E, zona 2 de tejido tumoral. F, zona 3 de tejido tumoral.

-
-
-
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Figura 10: Espectros Raman obtenidos para la muestra 4499-17 A2. A, Zona 1 de
tejido normal. B, zona 2 de tejido normal. C, zona 3 de tejido normal. D, zona 1 de
tejido tumoral. E, zona 2 de tejido tumoral. F, zona 3 de tejido tumoral.

3.2. CORRECCION DE LINEA BASE

El Espectro Raman contiene senal 1til que comprende la informacién deseada (Ban-
das Raman), y también contiene senal correspondiente a ruido, considerada como todo
aquello que no corresponde a la dispersion Raman. Para realizar el andlisis de un Es-

pectro Raman es conveniente aislar la senial Raman del ruido. El ruido en un Espectro
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Raman puede clasificarse en cinco grupos diferentes: Ruido shot, ruido generado por
la muestra, ruido generado por el instrumento, ruido computacional y ruido generado
por fuentes externas®. Los tipos de ruido més comunes en un espectro Raman son: el
ruido shot, que resulta de la naturaleza aleatoria de la luz y se produce en el receptor
debido a la conversién optico-eléctrica; y la fluorescencia, la cual es una emision éptica
no deseada en espectroscopia Raman, independiente de la frecuencia de radiaciéon y que

se produce si hay absorcion del fotén incidente por parte del material.

Los espectros obtenidos en el laboratorio para cada una de las muestras en investiga-
cién poseen ruido debido a la fluorescencia, para aislar este tipo de ruido se realizé una
correccion de linea base a los espectros Raman. El algoritmo de programaciéon de esti-
macién de linea base se hizo basado en el método de suavizado asimétrico de minimos
cuadrados (AsLS por sus siglas en inglés), ya que este es un método rapido incluso para
senales grandes, y en el que la flexibilidad y posicion de la linea base pueden ajustarse
facilmente?. A continuacién, en la figura 11 se muestra la correccién de linea base pa-
ra uno de los espectros obtenidos, este espectro corresponde a la zona normal 1 de la
muestra 449917 A2.

Figura 11: Espectro Raman correspondiente a la zona normal 1 de la muestra 449917
A2. Izquierda: Espectro sin correccién de linea base. Derecha: Espectro después de
aplicar la correccién de linea base.
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'PELLETIER, MJ. «Quantitative analysis using Raman spectrometry». En: Applied spectroscopy
57.1 (2003), 20A-42A.

2EILERS, Paul HC y BOELENS, Hans FM. «Baseline correction with asymmetric least squares
smoothing». En: Leiden University Medical Centre Report 1.1 (2005), pég. 5.
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El proceso de correccion de linea base se realizé para cada uno de los espectros Raman
obtenidos de las 6 zonas patoldgicas de cada muestra estudiada, es decir, para cada uno

de los espectros mostrados en las figuras 9 y 10.

3.3. NORMALIZACION

Después de hacer la correccion de linea base a cada uno de los espectros se debe inde-
pendizar la intensidad de las bandas raman de las condiciones de medida, de manera
que los espectros compartan el mismo rango de intensidades, para ello se realizé una
normalizacion vectorial. El tipo de normalizacién mas usado en espectroscopia raman es
la normalizacion a vector unidad, ya que una de las principales fuentes de variabilidad
en este tipo de espectroscopia es la intensidad del ldser®. Mediante este pretratamiento

se favorece la reduccién en la variabilidad de la intensidad de la fuente de excitacién.

En la figura 12 se muestran los espectros Raman obtenidos de la muestra 188317 B
para cada una de las 6 zonas estudiadas después de realizar la correcciéon de linea
base y la apropiada normalizacién y en la figura 13 se muestran los espectros Raman
obtenidos de la muestra 449917 A2 después de la correspondiente correcciéon de linea

base y normalizacion para cada una de las 6 zonas estudiadas.

SARRUABARRENA, Julen; MASPOCH, Andrés; COELLO, Jordi y col. «Espectroscopia NIR y
RAMAN para el control de calidad en industria farmacéutica». En: (2014).
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Figura 12: Espectros Raman de la muestra 188317 B. Verde, zona 1 de tejido normal.
Turquesa, zona 2 de tejido normal. Azul, zona 3 de tejido normal. Rojo, zona 1 de
tejido tumoral. Naranja, zona 2 de tejido tumoral. Rosa, zona 3 de tejido tumoral.
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Figura 13: Espectros Raman de la muestra 449917 A2. Verde, zona 1 de tejido
normal. Turquesa, zona 2 de tejido normal. Azul, zona 3 de tejido normal. Rojo, zona
1 de tejido tumoral. Naranja, zona 2 de tejido tumoral. Rosa, zona 3 de tejido tumoral.
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3.4. IDENTIFICACION DE PICOS RAMAN

Luego de realizar el pretratamiento de los espectros Raman correspondientes a cada
muestra, se procedi6 a identificar las bandas espectrales sobresalientes en cada muestra
por separado, la tabla 2 presenta la posicion de los picos Raman para cada una de las

6 zonas patoldgicas estudiadas en la muestra 188317 B y la asignacion de cada pico de
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acuerdo con distintas referencias encontradas en la literatura®®®?. Donde TN1 denota
zona 1 de tejido normal, TN2 equivale a zona 2 de tejido normal, TN3 corresponde a
zona 3 de tejido normal, TT1 indica zona 1 de tejido tumoral, TT2 denota zona 1 de
tejido tumoral, T'T3 equivale a zona 3 de tejido tumoral. La tabla 3 presenta la posicién
de los picos Raman para cada una de las 6 zonas patoldgicas estudiadas en la muestra
449917 A2 y la asignacion de cada pico de acuerdo con distintas referencias encontradas

en la literatura.

Las filas sombreadas en las tablas pertenecen a los picos Raman que estan asociados
a los distintos componentes empleados en el proceso histologico, que se realiza para
poder observar el tejido con los microscopios 6ptico o electronico y de esta forma poder

estudiar las caracteristicas morfologicas y moleculares de los tejidos.

4MOVASAGHI, Zanyar; REHMAN, Shazza y REHMAN, Ihtesham U. «Raman spectroscopy of
biological tissues». En: Applied Spectroscopy Reviews 42.5 (2007), pags. 493-541.

5STONE, Nicholas y col. «Raman spectroscopy for identification of epithelial cancers». En: Faraday
discussions 126 (2004), pags. 141-157.

SANDRONIA, Luisa y col. «Raman Spectroscopy of the Hematoxylin-Eosin Stained Tissue». En:
ProEnvironment Promediu 8.24 (2015).

"NARAYANAN, V Anantha; STOKES, David L y VO-DINH, Tuan. «Vibrational spectral analysis
of Eosin Y and Erythrosin B—intensity studies for quantitative detection of the dyes». En: Journal of
Raman spectroscopy 25.6 (1994), pags. 415-422.
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Tabla 2: Asignaciéon de bandas Raman de la muestra 188317 B.

Posicién de picos / cm ™

Pico | TN1 | TN2 | TN3 | TT1 | TT2 | TT3 | Asignacién

9 975 | 973 | 974 | 975 | 973 | 974 | 972 coladgeno, 974 vibracién de ri-
bosa

10 1003 | 1002 | 1002 | 1001 | 1001 | 1002 | 1002 Fenilalanina

11 1038 | 1037 | 1035 | 1038 | 1037 | 1035 | 1035 Colageno

16 1238 | 1235 | 1239 | 1239 | 1235 | 1238 | 1235-39 Amida III

17 1274 | 1274 | 1274 | 1275 | 1274 | 1274 | 1275 Amida III

18 1344 | 1343 | 1345 | 1345 | 1344 | 1343 | 1345 Colageno

19 1405 | 1404 | - - 1405 | 1404 | 1406 inmunoglobulina G
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Tabla 3: Asignacion de bandas Raman de la muestra 449917 A2.

Posicién de picos / cm ™

Pico | TN1 | TN2 | TN3 | TT1 | TT2 | TT3 | Asignacién

975 | 974 | 973 | 974 | 974 | 975 | 974 Vibracion de ribosa

1002 | 1003 | 1001 | 1002 | 1002 | 1003 | 1002 Fenilalanina

1173 | 1172 | 1172 | 1173 | 1173 | 1172 | 1172 Tirosina, 1173 citosina/ gua-
nina

15 1240 | 1237 | 1236 | 1237 | 1237 | 1239 | 1235-39 Amida III, 1240 Cola-
geno

16 1276 | 1276 | 1274 | 1275 | 1274 | 1275 | 1275 Amida III

17 1312 | 1313 | 1313 | 1313 | 1313 | 1315 | 1314 Colageno

18 1347 | 1347 | 1346 | 1347 | 1347 | 1347 | 1345 Colageno

19 1407 | 1408 | 1406 | 1409 | 1409 | 1409 | 1406-1409 Inmunoglobulina G

26




3.5. ANALISIS DE PICOS RAMAN Y VINCULACION CON EL
EFECTO DE CAMPO CARCINOGENICO

En las tablas 2 y 3 se mostraron los picos Raman observados para las muestras 188317
B y 449917 A2 y la asignaciéon correspondiente de acuerdo con distintas referencias en
la literatura. Las filas sombreadas en las tablas pertenecen a los picos Raman que estan
asociados a los distintos componentes empleados en el proceso histolégico, que se realiza
para poder observar el tejido con los microscopios éptico o electronico y estudiar las
caracteristicas morfoldgicas y moleculares de los tejidos®. Dichos componentes que se

perciben en los espectros Raman obtenidos son:

» Parafina: La parafina es una mezcla de hidrocarburos que cuando se solidifica
tiene aspecto de cera de vela, en histologia es el medio de inclusion mas usado

para obtener secciones finas de tejido.

= Etanol: Es un alcohol que se presenta en condiciones normales de presion y
temperatura como un liquido incoloro e inflamable, en un proceso histologico se
emplea para rehidratar la muestra antes del proceso de tincién y deshidratarla

después del proceso de tincion.

= Eosina: Utilizada en el proceso de tincion del tejido, es un compuesto acido cuya
propiedad estd basada en su polaridad negativa, lo que le permite enlazarse con
constituyentes celulares de carga positiva. Tine en tonos de color rosa componentes
y organulos citoplasmaticos, colageno, y fibras musculares, pero no los nicleos.
Aquellos componentes que se tinen con eosina son conocidos como aciddfilos o

eosinofilos.

= Hematoxilina: También se utiliza en el proceso de tincion del tejido, es un
compuesto que tifie los componentes aniénicos (acidos) de los tejidos, a los que
da una coloracion violeta. Tine intensamente los nucleos de las células, dado que

estos contienen acidos nucleicos ricos en radicales acidos.

S ATLAS-DE-HISTOLOGIA-VEGETAL-Y-ANIMAL. Proceso histoldgico. (en linea). Espaiia.
2018. (Recuperado en 3 mayo 2018). Disponible en https://mmegias .webs.uvigo.es /6-tecnicas/1-
proceso.php.
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= Xilol: Es un derivado dimetilado del benceno, que se emplea en histologia en los
pasos iniciales como solvente de la parafina en los cortes (desparafinizacion) y
en los ltimos pasos de preparado de muestras (tincién y montaje) como liquido
intermediario o aclarante, también permite el uso de medios de montaje hidréfobos

(resinas sintéticas) para la preservacién de la muestra tenida.

A continuacion, en la tabla 4 se presentan los picos Raman de la muestra 188317 B,
que segun las referencias encontradas en la literatura no estan asociados con compo-
nentes empleados en el proceso de histologia, sino que corresponden a picos o bandas

de compuestos moleculares que componen el tejido.

Tabla 4: Bandas Raman de la muestra 188317 B asociados a compuestos moleculares
del tejido.

Posicién de picos / cm ™

Pico | TN1 | TN2 | TN3 | TT1 | TT2 | TT3 | Asignacién

7 922 920 |922 | 921 |921 |922 | 920 Prolina/glucosa/acido lactico
9 975 | 973 [ 974 | 975 | 973 | 974 | 972 colageno, 974 vibracion de ri-
bosa

10 1003 | 1002 | 1002 | 1001 | 1001 | 1002 | 1002 Fenilalanina

11 1038 | 1037 | 1035 | 1038 | 1037 | 1035 | 1035 Colageno

14 1172 | 1170 | 1172 | 1172 | 1172 | 1172 | 1172 Tirosina

16 1238 | 1235 | 1239 | 1239 | 1235 | 1238 | 1235-39 Amida III

17 1274 | 1274 | 1274 | 1275 | 1274 | 1274 | 1275 Amida III

18 1344 | 1343 | 1345 | 1345 | 1344 | 1343 | 1345 Colageno

19 1405 | 1404 | - - 1405 | 1404 | 1406 Inmunoglobulina G

23 1560 | 1559 | 1558 | 1558 | 1560 | 1561 | 1560 Triptéfano

Como se aprecia en la tabla 4, las bandas Raman mostradas aparecen casi en la misma
posicion para el tejido normal y el tumoral, el corrimiento de las bandas es apenas de 2

a 3 em~! entre las distintas zonas donde se tomo el espectro, estas pequenas diferencias
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se pueden atribuir a la calibracién del equipo Raman®.

La mayoria de las bandas Raman que se presentan en la tabla 4 de acuerdo con distintas
investigaciones encontradas en la literatura, en las cuales estudiaron tejido mamario uti-
lizando espectroscopia Raman corresponden a bandas observadas inicamente en tejido
identificado con algiin tipo de lesion cancerigena, sin embargo, los resultados obtenidos
en este trabajo evidencian la presencia de dichas bandas también en las zonas catalo-

gadas como tejido normal segun los estudios histopatologicos.

Las bandas que cumplen las caracteristicas antes mencionadas estan ubicadas en: 920
em~! banda asociada con el estiramiento del enlace C-C del anillo de prolina, glucosa
y acido lactico, esta banda segiin Chirstopher Frank y colaboradores esta presente en
tejido mamario con lesién identificada como carcinoma ductal infiltrante!?; la banda

en 975 em ™!

asignada a colageno y vibracion de ribosa, Liu y colaboradores en su in-
vestigacion encontraron que esta banda aparece en tejido correspondiente a carcinoma
ductal infiltrante!!; la banda en 1002 cm ™! asignada a fenilalanina, Rachel Kast y co-
laboradores encontraron en su investigacion que esta banda esta presente inicamente

1

en tejido catalogado como cancerigeno'?; la banda en 1172 em ™! asignada a Tirosina,

solo esta presente en tejido identificado como carcinoma infiltrante segiin lo reportado

por Haka y colaboradores en su investigacién'?®; la banda en 1275 cm ™!

asignada a la
amida III, se presenta en tejido con carcinoma ductal infiltrante como lo reportan Bitar
y colaboradores en su investigacién'4; la banda en 1345 em ™! asignada a coldgeno, se

evidencia en tejido cancerigeno segin la investigacion realizada por Hu y colaborado-

9HU, Chengxu y col. «Raman spectra exploring breast tissues: Comparison of principal component
analysis and support vector machine-recursive feature elimination». En: Medical physics 40.6Part1l
(2013).

IOFRANK, Christopher J; MCCREERY, Richard L y REDD, Douglas CB. «Raman spectroscopy
of normal and diseased human breast tissues». En: Analytical chemistry 67.5 (1995), pags. 777-783.

HLIU, C-H y col. «Resonance Raman and Raman spectroscopy for breast cancer detection». En:
Technology in cancer research € treatment 12.4 (2013), pags. 371-382.

12KAST, Rachel E y col. «Raman spectroscopy can differentiate malignant tumors from normal
breast tissue and detect early neoplastic changes in a mouse model». En: Biopolymers 89.3 (2008),
pags. 235-241.

IBHAKA y col., «Diagnosing breast cancer using Raman spectroscopy: prospective analysis», 6p.cit.,
pag. 46.

1BITAR, Renata Andrade y col. «Biochemical analysis of human breast tissues using Fourier-
transform Raman spectroscopy». En: Journal of biomedical optics 11.5 (2006), pag. 5401.
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res'?; la banda en 1560 cm ™! asignada a triptéfano, abramczyk y colaboradores en su

investigacion reportan que esta banda estd presente en tejido cancerigeno®®.

1 1

Las bandas Raman ubicadas en 1035 ¢m™ asignada a coldgeno, 1235 cm™" corres-

I asignada a inmunoglobulina G, no se encuentran

pondiente a amida III y 1406 cm™
reportadas en la literatura como bandas presentes exclusivamente en tejido canceri-
geno. Sin embargo, para el caso del colageno en investigaciones sobre cancer afirman
que esta molécula proteica que forma parte de la matriz extracelular (red que mantiene
unidas las células, tejidos y érganos) antes se consideraba como una barrera de resisten-
cia pasiva a las células tumorales, pero ahora se ha evidenciado que también participa
activamente en la promocién de la progresiéon tumorall”.

En la tabla 5 se presentan los picos Raman de la muestra 449917 A2, que segun las
referencias encontradas en la literatura no estan asociados con componentes empleados
en el porceso de histologia, sino que corresponden a picos de compuestos moleculares

que componen el tejido.

5HU y col., «Raman spectra exploring breast tissues: Comparison of principal component analysis
and support vector machine-recursive feature elimination», 6p.cit., pag. 407.

16 ABRAMCZYK vy col., «The label-free Raman imaging of human breast cancer», 6p.cit., pag. 128.

ITFANG, Min y col. «Collagen as a double-edged sword in tumor progression». En: Tumor Biology
35.4 (2014), pags. 2871-2882.
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Tabla 5: Bandas Raman de la muestra 449917 A2 asociados a compuestos
moleculares del tejido.

Posicién de picos / em™!

Pico | TN1 | TN2 | TN3 | TT1 | TT2 | TT3 | Asignacion

5 839 | 839 | 843 | 840 | 840 | 843 | 840-60 Estructura polisacarido

7 975 | 974 | 973 | 974 | 974 | 975 | 974 Vibracién de ribosa

8 1002 | 1003 | 1001 | 1002 | 1002 | 1003 | 1002 Fenilalanina

10 1056 | 1056 | 1054 | 1056 | 1056 | 1057 | 1057 Lipidos

13 1173 | 1172 | 1172 | 1173 | 1173 | 1172 | 1172 Tirosina, 1173 citosina/ gua-
nina

15 1240 | 1237 | 1236 | 1237 | 1237 | 1239 | 1235-39 Amida III, 1240 Cola-
geno

16 1276 | 1276 | 1274 | 1275 | 1274 | 1275 | 1275 Amida III

17 1312 | 1313 | 1315 | 1313 | 1313 | 1315 | 1314 Colageno

18 1347 | 1347 | 1346 | 1347 | 1347 | 1347 | 1345 Colageno

19 1407 | 1408 | 1406 | 1409 | 1409 | 1409 | 1406-1409 Inmunoglobulina G

23 1559 | 1558 | 1559 | 1559 | 1559 | 1558 | 1560 Triptofano

Las bandas Raman que se mencionan a continuaciéon se presentan tanto en el tejido
normal como en el tejido cancerigeno segin los resultados obtenidos en el presente
trabajo, no obstante, dichas bandas de acuerdo con investigaciones reportadas en la
literatura, corresponden a bandas observadas tnicamente en tejido identificado con

algin tipo de lesiéon cancerigena.

La banda Raman ubicada alrededor de los 975 em ™! asociada a vibracién de ribosa, en
su investigacion Shafer-Peltier y colaboradores encontraron que esta banda aparece en
tejido cancerigeno'®; las bandas Raman ubicadas en 1002 cm ™! asignada a fenilalanina,

1

1172 em™! asignada a Tirosina y 1275 em ™! asignada a la amida III, corresponden

a bandas presentes tnicamente en tejido identificado como cancerigeno, segun las in-

BSHAFER-PELTIER y col., «Raman microspectroscopic model of human breast tissue: implications
for breast cancer diagnosis in vivoy, 6p.cit., pag. 558.
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vestigaciones realizadas por Rachel Kast y colaboradores!?, Haka y colaboradores?, y

! respectivamente. La banda Raman ubicada alrededor de los

Bitar y colaboradores?
1314 em™! esté asociada al modo de torsién C'Hs/C Hy del coldgeno, segtin abramczyk
y colaboradores dicha banda solo estd presente en tejido cancerigeno®?. Las bandas Ra-

man ubicadas alrededor de los 1345 em ™! 1

asignada a coldgeno y 1560 ¢m ™" asignada
a triptofano, corresponden a bandas presentes inicamente en tejido cancerigeno segin
lo reportado por Hu y colaboradores y abramczyk y colaboradores en sus investigacio-

nes?s.

Las bandas Raman ubicadas alrededor de los 840 ¢m ™!

asignada a estructura de poli-
sacarido, 1057 em ™! asignada a lipidos, 1235 em ™! correspondiente a amida 111 y 1406
em~! asignada a inmunoglobulina G, no se encuentran reportadas en la literatura como

bandas presentes exclusivamente en tejido cancerigeno.

En la tabla 6 se muestran las bandas Raman correspondientes a tejido mamario nor-
mal, segin las investigaciones reportadas por los autores anteriormente mencionados,
estas bandas no aparecen en el tejido identificado como normal que se estudié en esta

investigacion.

YKAST y col., «Raman spectroscopy can differentiate malignant tumors from normal breast tissue
and detect early neoplastic changes in a mouse model», 6p.cit., pag. 239.

20HAKA y col., «Diagnosing breast cancer using Raman spectroscopy: prospective analysis», 6p.cit.,
pag. 48.

2IBITAR vy col., «Biochemical analysis of human breast tissues using Fourier-transform Raman
spectroscopy», 6p.cit., pag. 5402.

22ABRAMCZYK, Halina y col. «Raman ‘optical biopsy’of human breast cancer». En: Progress in
biophysics and molecular biology 108.1-2 (2012), pags. 74-81, pag. 129.

23HU y col., «Raman spectra exploring breast tissues: Comparison of principal component analysis
and support vector machine-recursive feature elimination», 6p.cit., pag. 408.
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Tabla 6: Bandas Raman de tejido mamario normal.

Posicién de bandas / em™! | Asignacién
750 Acido l4ctico
870 Prolina

968 Lipidos

1080 Fosfolipidos
1158 Proteinas
1266 Amida ITI
1304 Adenina, citosina
1440 Lipidos

1518 Porfirina
1660 Amida I
1750 Lipidos
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4. CONCLUSIONES

En esta investigacién se tomaron espectros Raman de muestras de tejido mamario de
dos sujetos diferentes, las muestras fueron analizadas inicialmente por patologia, donde
se concluy6 que ambas muestras presentaban zonas normales y también zonas tumora-
les identificadas como carcinoma de glandula mamaria sin tipo especifico.

Estas muestras biolégicas fueron analizadas por espectroscopia Raman, este andlisis no
fue sencillo, primero porque este tipo de dispersion tiene una probabilidad de ocurren-
cia muy baja y segundo, debido a que los métodos histologicos tradicionales para la
preparacion de la muestra requieren de reactivos que tienen su propia huella Raman,
y a la hora de tomar los espectros pueden solapar la senal del tejido, también el sus-
trato sobre el cual esta la muestra, que en este caso fue el vidrio puede opacar la senal
Raman. Sin embargo, después de realizar el preprocesamiento de los espectros Raman
obtenidos se evidenciaron algunas bandas que son sefiales propias del tejido mamario,
estas bandas fueron comparadas con varias referencias reportadas en la literatura en las
cuales dichas bandas inicamente estaban presentes en tejido cancerigeno, no obstante,
en esta investigacién estas bandas también estan presentes en el tejido que segin el
estudio patoldgico es normal.

La observaciéon de estas bandas en tejido aparentemente normal indica que en realidad
ya han ocurrido cambios a nivel celular en la composicién bioquimica del tejido de las
zonas normales, es decir, estas zonas muestran las mismas alteraciones bioquimicas que
el tejido anémalo, hay una conexion entre las zonas normales y cancerigenas a pesar
de la distancia que las separa, lo cual evidencia la existencia de un efecto de campo
carcinogénico en el tejido mamario. Las bandas Raman obtenidas de las senales espec-
trales indican la presencia de ribosa, fenilalanina, tirosina, citosina, guanina, amida III,
colageno y triptofano, los cuales son compuestos constituyentes de proteinas, azicares,
aminoacidos, acidos nucleicos y lipidos. También se indica la presencia de inmunoglo-
bulina G la cual es una de las cinco clases de anticuerpos humorales producidos por el

organismo en respuesta a la invasién de bacterias, hongos y virus.

Esta investigacién sugiere que se pueden observar alteraciones asociadas al efecto de
campo carcinogénico en la composicion del tejido identificado como normal al mapear

el tejido utilizando espectroscopia Raman, el estudio de los cambios a nivel microsco-
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pico que ocurren en el tejido durante su transformaciéon de normal a tumoral permite
profundizar y aportar al conocimiento del cancer de mama, enfermedad que presenta

altas tasas de incidencia y mortalidad en la poblacion mundial.
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